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RESUMO 
 
A obtenção do perfil genético é comummente efectuada através de ADN 
nuclear, recorrendo a vários marcadores, em especial aos STRs. Embora toda a 
análise forense de ADN seja muito robusta e baseada em tecnologias muito fiáveis, 
amostras muito degradadas ou com quantidades limitantes de ADN são frequentes 
e podem afectar o êxito da análise. Nestes casos, a análise do ADN mitocondrial 
pode ser muito valiosa devido ao elevado número de cópias existentes por célula. A 
quantificação de ADN nuclear e ADN mitocondrial é um procedimento importante 
para o sucesso da determinação de perfis genéticos, que deve ser efectuado, 
previamente, a qualquer análise de ADN.  
No Serviço de Genética e Biologia Forense, da Delegação do Sul do Instituto 
Nacional de Medicina Legal, I.P., foram realizados os estudos conducentes à 
validação interna de dois procedimentos de ensaio - o procedimento de ensaio para 
quantificação de ADN nuclear pelo kit Quantifiler™ Human DNA Quantification e 
o procedimento de ensaio para quantificação de ADN mitocondrial por um protocolo 
elaborado. Estes estudos foram realizados de acordo com as orientações designadas 
no Procedimento Geral de Validação de Procedimentos de Ensaios, estabelecido 
pelo Serviço. Os parâmetros estudados para a validação de ambas as metodologias 
foram os seguintes: precisão, limiares analíticos, especificidade e contaminação. 
Relativamente à metodologia da quantificação de ADN nuclear, este estudo 
demonstrou a grande precisão e reprodutibilidade dos resultados obtidos, assim 
como a capacidade de detecção e quantificação de amostras com concentrações até 
16pg/µl de ADN nuclear. Foi demonstrada a especificidade para o ADN humano, 
não se verificando alterações no desempenho do kit na presença de ADN exógeno. 
Foi elaborado um protocolo de trabalho do método de quantificação de 
ADNmt humano por PCR em tempo real, baseado na tecnologia Taqman® por 
amplificação de um fragmento de 113 pares de base da região HV1, para o qual foi 
foram, também, realizados os estudos conducentes à validação desta metodologia.  
O estudo demonstrou uma consistência e estabilidade nos resultados obtidos 
indicando que o método de quantificação de ADN mitocondrial é preciso e 
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apresenta reprodutibilidade, permitindo a detecção e quantificação de amostras 
com 165 cópias de genomas mitocondriais por µl. Foi demonstrada a especificidade 
humana da metodologia, não havendo alterações no desempenho em presença de 
ADN estranho. 
Foi realizada, também, a avaliação da aplicação e o impacto dos dois 
procedimentos na rotina do Laboratório, verificando-se que a quantificação de ADN 
nuclear e mitocondrial é importante no procedimento laboratorial para os 
subsequentes estudos de ADN. 
 
 
Palavras‐chave: ADN nuclear; ADN mitocondrial; Quantificação; PCR em Tempo 
Real; Taqman;  
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ABSTRACT 
 
Obtaining the genetic profile is commonly done by nuclear DNA, using 
several markers, especially STRs. Although all the forensic DNA analysis is very 
robust and highly reliable, degraded samples or with limiting amounts of DNA are 
common and can affect the success of the analysis. In these cases, mitochondrial 
DNA analysis can be very valuable because of the large number of existing copies 
per cell. The quantification of nuclear DNA and mitochondrial DNA is an 
important procedure for the successful determination of genetic profiles, which 
must be made prior to any DNA analysis in the laboratory. 
In the Genetics and Forensic Biology Department of the National Institute 
of Legal Medicine – South Branch, studies were made leading to the internal 
validation of two analytical procedures – the analytical procedure for nuclear DNA 
quantification by the Quantifiler ™ Human DNA Quantification kit and the 
analytical procedure for mitochondrial DNA quantification by a new protocol. 
These studies were conducted in accordance with the guidelines designated in the 
General Procedure for the Validation of Analytical Procedures established by the 
Department Validation parameters for both methods were: precision, sensitivity, 
specificity and contamination. 
Concerning nuclear DNA quantification, this study demonstrated the high 
accuracy and reproducibility of results which detected as little as 16pg/μl of nuclear 
DNA. Highly specificity for human DNA was detected and there were no changes 
in the performance of the kit in the presence of exogenous DNA.  
A protocol was established for human mtDNA quantification by real-time PCR 
based on Taqman ® technology for amplification of a 113 base pair fragment within 
the HV1 region for further implementation in forensic casework 
Studies leading to the validation of this methodology were also conducted. 
This study demonstrated precision and stability in the results indicating that 
mitochondrial DNA quantification method is accurate and reproducible, allowing 
the detection and quantification of samples down to 165 copies of mitochondrial 
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genomes. High specificity for human DNA and no change in performance in the 
presence of foreign DNA were also detected.  
Forensic implications have been evaluated for both methods, showing that 
quantification of nuclear and mitochondrial DNA is important in the laboratory 
procedure for subsequent DNA studies. 
 
 
Key words: Nuclear DNA; Mitochondrial DNA; Quantification; Real-Time PCR; 
Taqman. 
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I. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Genoma Humano 
 
Antes do nascimento de um ser humano e, ao longo de toda a sua vida, 
muitas pesquisas podem ser feitas quanto ao seu futuro. Naturalmente, o futuro de 
um indivíduo será definido pelo conjunto de acções que irá tomar e pela gestão 
destas, mas será sempre fortemente influenciado pelo ambiente que o rodeia. 
Porém, sabe-se hoje, que o futuro já está de certa maneira pré-destinado, mesmo 
antes do nascimento. É o genoma que carrega as “instruções” que irão influenciar e 
afectar todo o organismo, não apenas as características físicas, mas também a 
inteligência, a esperança de vida e, mesmo, a susceptibilidade a doenças. 
 
O conhecimento acerca do genoma, e de todas as suas propriedades, é muito 
recente na história da Humanidade. Mas, desde sempre, existiu a curiosidade e 
vontade de compreender certos aspectos da natureza da vida, como a existência de 
uma imensa variabilidade entre cada espécie, mas também, a tendência das 
características paternas serem herdadas pelos filhos. 
 
É o século XX que testemunha o desenvolvimento acelerado da Biologia e, 
com ele, todas as respostas associadas a esta problemática. Muitas descobertas 
biológicas permitiram o conhecimento mais aprofundado do genoma humano. Tudo 
começou em 1900, com a redescoberta das leis de Mendel por Hugo Marie De Vries, 
seguida da descoberta dos cromossomas por Thomas Morgan, em 1910. Trinta e 
quatro anos mais tarde, em 1944, Oswald Avery e colaboradores demonstraram, 
pela primeira vez, que o ADN é o elemento químico responsável pela 
hereditariedade. Em 1953, dá-se um grande avanço científico, quando James 
Watson e Francis Crick desvendam a estrutura de dupla hélice do ADN, o que 
possibilitou a compreensão dos mecanismos fundamentais da vida. 
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É a partir dos anos 70, que se dá um desenvolvimento em termos técnicos do 
estudo do ADN. Com a introdução da Reacção em Cadeia da Polimerase (PCR) e da 
sequenciação automática, como métodos frequentes nos Laboratórios mundiais, foi 
possível alcançar o caminho para o mundo da genómica (Makalowski, 2001). 
Actualmente, já inúmeras espécies têm o seu genoma completamente sequenciado, 
inclusive o Homem. 
 
 
1.1.1 Organização e estrutura 
 
A informação genética humana está codificada em dois tipos de genoma, 
nuclear e mitocondrial, cada um deles armazenado em dois compartimentos 
celulares, o núcleo e a mitocôndria, respectivamente (figura 1.1). Podemos referir-
nos então, a ADN nuclear e a ADN mitocondrial (ADNmt). 
 
 
 
Figura 1.1 – Anatomia de uma célula animal indicando a localização do ADN nuclear e do 
ADN mitocondrial. 
Fonte: Retirado e adaptado de 
http://www.driscollchildrens.org/health/peds/genetics/chromover.asp 
 
 
O ADN nuclear possui aproximadamente 3 mil milhões de pares de bases 
(bp) e encontra-se organizado, em determinadas fases da célula, em cromossomas. 
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Por sua vez, o ADN mitocondrial é constituído por uma pequena molécula circular. 
Comparativamente ao ADN nuclear, este genoma é muito distinto e particular 
relativamente às suas características, como se pode verificar na tabela 1.1. 
 
 
Tabela 2.1- Comparação entre o ADN nuclear e o ADN mitocondrial. 
Fonte: Adaptado de Butler, 2005. 
Características  ADN Nuclear  ADN Mitocondrial  
Localização Núcleo  Mitocôndria 
Conformação Dupla hélice Dupla cadeia circular 
Tamanho   ~ 3,2 mil milhões de pb  16569 pb  
Cópias por célula  2  Pode ser > 1000  
Estrutura  Linear ou cromossomas  Circular  
Hereditariedade  Paterna e Materna  Materna  
Taxa de mutação  Baixa  5 a 10 x > ADN nuclear  
Recombinação  Sim  Não  
Singularidade  Único para cada indivíduo 
(excepto gémeos 
verdadeiros) 
Não é único para cada 
indivíduo (corresponde a 
uma linhagem materna) 
 
 
1.2 Genoma Nuclear 
 
O ADN nuclear possui aproximadamente perto de 3 mil milhões de pb, os 
quais estão organizados em 22 pares de cromossomas autossómicos e um par de 
cromossomas sexuais - X e Y. Os cromossomas humanos não apresentam um 
tamanho igual, sendo que o par menor, o par de cromossomas 21, possui 54 milhões 
de pb, e o maior, o par de cromossomas 1, é quase cinco vezes maior, com 249 
milhões de pb.  
 
Provavelmente, em toda a história da investigação genómica, o maior 
desafio residiu na sequenciação completa de todo o genoma humano, actualmente 
já concluída. Em Abril de 2003, foi anunciada a versão completa da sequência 
referência do genoma nuclear (Consortium, 2004). Com este projecto descobriu-se, 
assim, que o genoma consiste em 20 000 a 25 000 genes codificantes de proteínas, 
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metade do número anteriormente sugerido (Venter et al., 2001). Apesar da sua 
grande dimensão, apenas 3% do genoma nuclear é codificante, ou seja, tem as 
informações necessárias para ser traduzido em proteínas. O restante genoma 
apresenta uma função biológica desconhecida e é, na sua grande maioria, repetitivo 
(Makalowski, 2001). 
Estas regiões repetitivas são habitualmente designadas de ADN satélite e 
estão situadas, normalmente, ao redor do centrómero do cromossoma. As 
sequências apresentam vários tamanhos e são classificadas pelo tamanho da 
unidade de repetição e pelo número de vezes que se repetem, ou pelo tamanho total 
dessas unidades de repetição.  
Os minissatélites, também designados VNTRs (do inglês Variable Number 
of Tandem Repeats), contêm 10 a 100 repetições, com um tamanho de 10 a 100 pb 
por unidade de repetição. Os microssatélites, também conhecidos como STRs (do 
inglês Short Tandem Repeats), são constituídos por menos de 50 unidades de 
repetições de 2 a 6 pb cada. Estas regiões hipervariáveis do genoma proporcionam a 
existência de uma grande variabilidade entre os indivíduos de uma população, uma 
vez que o número de vezes que a sequência se repete é variável de indivíduo para 
indivíduo, possuindo grande interesse forense (Butler, 2005). 
 
 
1.2.1 Aplicações do genoma nuclear em Genética Forense 
 
Os STRs tornaram-se os marcadores genéticos mais usados no contexto 
forense, visto possuírem várias características que os torna os melhores candidatos 
para aplicações nesta área: 1) abundância no genoma humano; 2) elevado poder 
discriminativo; 3) robustez e especificidade em multiplex; 4) baixa taxa de mutação; 
5) tamanho previsível dos fragmentos de amplificação, na ordem dos 90-500 pb e 6) 
estudo fácil mediante técnicas de PCR (Butler, 2005). Assim sendo, os STRs 
converteram-se nos marcadores de eleição em vários campos da ciência, 
designadamente na identificação genética humana. 
 
A primeira base de dados de perfis genéticos mundial surgiu nos EUA, 
organizada pelo FBI, designada por CODIS (Combined DNA Index System), sendo 
constituída por 13 loci de STRs nucleares, que no conjunto estabelecem um perfil 
genético, ou seja, uma identificação genética individual. Estes loci podem ser 
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genotipados utilizando kits comerciais disponíveis no mercado. São usados 
globalmente alguns sistemas multiplex já validados para identificação humana, 
que envolvem a amplificação de STRs por PCR. São exemplos os kits PowerPlex® 16 
System (Promega) e AmpFℓSTR® Identifiler® PCR Amplification (Applied 
Biosystems), desenhados para o ADN nuclear. Para amplificação de STRs do 
cromossoma Y usam-se os kits AmpFℓSTR® Yfiler® PCR Amplification (Applied 
Biosystems) e PowerPlex® Y System (Promega). O poder de discriminação dos 
marcadores envolvidos nestes sistemas é muito elevado, sendo que, sempre que 
possível, a análise de ADN nuclear é sempre preferível.   
No cromossoma Y, apenas a mutação é a causa da diversificação dos 
haplotipos de STRs. A principal característica do cromossoma Y é ser confinado aos 
indivíduos do sexo masculino. Sendo que a maioria dos crimes mais graves e 
violentos são cometidos por homens, em casos de mistura de fluidos corporais de 
ambos os sexos, como é o caso das agressões sexuais, a tipagem do cromossoma Y 
pode fornecer informação específica da componente masculina (Jobling e Gill, 
2004). 
 
Diferenças na prática da rotina de cada Laboratório são consideráveis 
devido a circunstâncias históricas, sociais e legais. No entanto, apesar dessas 
diferenças, o rápido desenvolvimento e a aceitação universal desta nova tecnologia, 
na área forense, é em grande parte, devido à colaboração activa entre os grupos 
internacionais que são coordenados no âmbito de instituições académicas e 
governamentais, como é exemplo a Sociedade Internacional de Genética Forense 
(ISFG). Recomendações para a realização da rotina laboratorial, as questões de 
qualidade e as actividades colaborativas são feitas a nível mundial através da ISFG 
(Jobling e Gill, 2004), e a nível nacional implementadas de acordo com os diversos 
grupos de trabalho desta sociedade. 
 
Mas as aplicações, em Genética Forense, não se esgotam com o estudo dos 
STRs. O interesse na investigação de SNPs (polimorfismos de nucleótidos único) 
autossómicos está a aumentar continuamente por apresentarem, também, uma 
baixa taxa de mutação, serem adequados para a introdução de novas tecnologias e 
automatização e poderem ser analisados a partir de fragmentos muito pequenos, 
ideal para amostras que apresentem o ADN muito degradado. A grande limitação 
do uso destes polimorfismos reside no facto de ser necessário um maior número de 
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SNPs, comparativamente aos STRs, para que se consiga um poder discriminativo 
semelhante (Sobrino et al., 2005). 
 
 
1.3 Genoma Mitocondrial 
 
A mitocôndria é um organelo localizado no citosol da célula. Pensa-se que 
tenha tido origem na endossimbiose de uma proteobactéria numa célula eucariótica 
primitiva (Lang et al., 1999). O seu papel principal nas células humanas é a 
produção da energia celular, pela forma de ATP, durante um processo catabólico, 
designado de fosforilação oxidativa. Estes organelos possuem o seu próprio material 
genético, uma molécula circular de cadeia dupla, de pequenas dimensões, com 
16569 pb (figura 1.2). A primeira sequência genómica mitocondrial completa, 
referida como a sequência referência de Cambridge (CRS), foi publicada, por 
Anderson e colaboradores, em 1981 (Anderson et al., 1981).  
Dezoito anos depois, em 1999, Andrews e colaboradores apresentaram uma 
nova versão revista da sequência original, a sequência referência revista de 
Cambridge (rCRS), a qual é usada actualmente como sequência universal para 
comparação (Andrews et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2-Representação 
esquemática do genoma 
mitocondrial. As 37 regiões 
génicas codificantes de 
proteínas e ARN 
abreviadas estão indicadas 
ao redor do genoma e, ao 
lado da cadeia a partir da 
qual são sintetizadas. Está 
representada a região 
controlo, onde estão 
evidenciadas as HVR.  
Fonte: Butler, 2005 
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Como anteriormente referido, o genoma mitocondrial, apesar da sua 
pequena dimensão, apresenta uma grande densidade génica, sendo que 
aproximadamente 93% do genoma é codificante. Esta molécula circular e de dupla 
cadeia, pode ser classificada de acordo com a função: a região codificante 
(aproximadamente 15,5 kb do genoma) e a região não-codificante ou região controlo 
(cerca de 1,1 kb do genoma), onde estão incluídas as regiões hipervariáveis (HVR).  
A região codificante é constituída por 37 genes codificantes, 13 polipéptidos 
essenciais para a cadeira respiratória, 2 ARNs ribossomais e 22 ARNs de 
transferência necessários para a síntese proteica intramitocondrial (Anderson et 
al., 1981). É de referir que, apenas 55 nucleótidos, em 15447 bp correspondente à 
região codificante, não são utilizados para a tradução proteica e de moléculas de 
ARN de transferência e ribossomal (Butler, 2005). No entanto, o genoma nuclear 
codifica a maioria das proteínas mitocondriais e, como consequência, para o bom 
funcionamento da célula, é necessária uma cooperação eficaz entre os dois tipos de 
genoma. 
A região controlo, também designada por D-loop, tem uma função 
reguladora muito importante para a mitocôndria e contém as sequências tanto para 
a iniciação da transcrição, como da replicação do ADN. Sendo uma região não 
codificante, existe uma maior variabilidade nucleotídica, comparativamente a 
porções de dimensão similar na região codificante, pelo que os polimorfismos 
existentes entre indivíduos são mais abundantes. Na literatura, duas regiões 
hipervariáveis foram descritas (Greenberg et al., 1983; Wilson et al., 1993), a região 
hipervariáveis I e II (HV1 e HV2), amplamente estudadas no contexto forense, 
visto possuírem inúmeros polimorfismos, que tornam esta região num alvo 
atractivo para os estudos da variação mitocondrial. Foi também descrita uma 
terceira região hipervariável (HV3) (Lutz et al., 1997; Lutz et al., 1998). Este 
terceiro segmento, no entanto, é menos polimórfico que HV1 e HV2 e é usado 
apenas em alguns casos, quando se torna necessária uma discriminação adicional 
(Lutz et al., 2000).  
As duas cadeias da molécula de ADNmt possuem uma distribuição 
assimétrica de guaninas e citosinas, o que gera a existência de uma cadeia leve 
(light chain), maioritariamente constituída por citosinas, e uma cadeia pesada 
(heavy chain), muito rica em guaninas. 
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O número de moléculas de ADNmt por célula varia entre diferentes tipos de 
células e tecidos. Uma única célula somática pode conter centenas a milhares de 
cópias. No entanto, mesmo tendo em conta esta característica, comparativamente 
às duas cópias do ADN nuclear, o ADNmt apenas constitui, aproximadamente, 
0,25% do ADN total numa célula. Este facto é devido ao tamanho 
significativamente pequeno do genoma mitocondrial, que consiste em 16569 pb, 
comparado aos 3 mil milhões de pb do ADN no núcleo (Butler, 2005).   
 
 
1.3.1 Características genéticas específicas 
 
Mesmo sendo uma fracção mínima do genoma humano, o ADNmt possui 
várias características genéticas únicas que o tornam um objecto de estudo muito 
particular. A hereditariedade materna, o elevado número de cópias e uma 
estrutura estável, menos susceptível à degradação, permitem a sua aplicação em 
diversas áreas científicas, em particular em Genética Forense. 
 
 
1.3.1.1 Hereditariedade materna 
 
Em 1980, Giles e colaboradores provaram a hipótese que o ADNmt humano 
é transmitido aos descendentes única e exclusivamente por via materna (Giles et 
al., 1980). Este facto deve-se, em grande parte, a uma diferença numérica de 
moléculas de ADNmt existentes no gâmeta feminino, o oócito, e no gâmeta 
masculino, o espermatozóide. Enquanto o oócito maduro contém aproximadamente 
100 000 moléculas de ADNmt, o espermatozóide contém apenas entre 100 a 1500 
moléculas (Chen et al., 1995). Por outro lado, durante a fecundação, caso ocorra a 
entrada de mitocôndrias do espermatozóide no oócito, estas são selectivamente 
destruídas nos primeiros estádios do desenvolvimento embrionário (Manfredi et al., 
1997). Esta eliminação das moléculas de ADNmt de origem paterna é explicada 
pela intervenção de um mecanismo molecular específico, em que as mitocôndrias do 
espermatozóide são marcadas com ubiquitina e, por isso, reconhecidas e eliminadas 
imediatamente aquando da sua entrada no citoplasma do oócito (Hopkin, 1999; 
Sutovsky et al., 1999). 
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Assim, a mãe passa para os filhos o seu genoma mitocondrial, de tal modo, 
que a descendência irá possuir uma sequência idêntica. Por isso, o seu estudo não 
tem interesse na investigação biológica da paternidade, visto todos os indivíduos 
aparentados pela linha materna possuírem sequências de ADN mitocondrial 
idênticas.  
No entanto, este tipo de hereditariedade uniparental é uma das grandes 
vantagens deste genoma, permitindo a reconstrução de linhas evolutivas através do 
tempo, enaltecendo o ancestral materno de uma população, sem que haja 
interferência dos efeitos da hereditariedade biparental e da inerente recombinação 
existente no ADN nuclear (Pakendorf e Stoneking, 2005).  
 
Recentemente, foram descritos casos em que foi posta em causa a validade 
do pressuposto da estrita hereditariedade uniparental materna do ADNmt, ao 
verificar-se a existência de uma contribuição de material genético paterno em 
alguns indivíduos. Porém, parece altamente provável que estes casos de 
hereditariedade paterna apenas representem uma falha no reconhecimento e 
eliminação das moléculas de ADNmt paternas e que seja um fenómeno muito raro. 
Presentemente, a hereditariedade materna, nos humanos, pode ser considerada 
como uma regra (Pakendorf e Stoneking, 2005). Devido a esta característica, pode-
se afirmar que o genoma mitocondrial é um genoma haplóide. 
 
 
1.3.1.2 Ausência de recombinação 
 
Como já referido, o genoma mitocondrial é apenas herdado via materna, não 
existindo uma contribuição paterna, pelo que não sofre recombinação. É inexistente 
qualquer evidência de ocorrência de hereditariedade paterna no ADNmt, não 
existindo qualquer caso que tenha ficado totalmente demonstrado. A ocorrer 
recombinação materna e paterna, esta requer contacto físico entre o material 
genético do oócito e do espermatozóide, o que possui uma probabilidade muito 
ínfima de ocorrer (Budowle et al., 2003).  
De modo a clarificar a questão da existência ou não da recombinação no 
genoma mitocondrial, Piganeau e Eyre-Walker (2004) efectuaram uma reanálise de 
dados obtidos em artigos publicados anteriormente, com diferentes métodos de 
detecção de recombinação (Piganeau e Eyre-Walker, 2004). Concluíram, então, que 
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não existe evidência de ocorrência de recombinação no genoma humano e, se esta 
ocorrer, dá-se com uma frequência muito baixa, ou mesmo a um nível indetectável, 
o que minimiza a sua implicação a nível forense. 
A hereditariedade uniparental materna, e o facto de não sofrer um processo 
de recombinação, significa que os genomas de ADNmt são essencialmente 
constituídos por cópias clonais do genoma mitocondrial materno. Desta maneira, o 
ADNmt comporta-se como um único locus (Rapley e Whitehouse, 2007).  
 
 
1.3.1.3 Elevado número de cópias 
 
O ADNmt está presente num elevado número de cópias nas células 
humanas, variando consoante o tipo de célula e tecido. Nas células somáticas, a 
média do número de cópias ou segmentos de genes de ADN nuclear é de apenas 2, 
mas de centenas a milhares de cópias de ADNmt. Satoh e Kuroime (1991) 
verificaram a existência de 1 a 15 moléculas de ADNmt por mitocôndria, e uma 
média de 107 mitocôndrias por célula, resultando uma média de 500 moléculas de 
ADNmt por célula (Satoh e Kuroiwa, 1991). Devido ao facto de cada célula poder 
conter centenas de mitocôndrias (Robin e Wong, 1988), matematicamente, podem 
existir milhares de moléculas de ADNmt em cada célula, como é o caso do oócito. 
Esta propriedade, juntamente com a localização extranuclear e citoplasmática do 
ADNmt, permite uma melhor obtenção deste genoma, e faz recair a escolha da 
molécula de ADNmt numa ferramenta importante para a análise de ADN antigo, 
entre outras aplicações forenses (Pakendorf e Stoneking, 2005). Mas as múltiplas 
cópias do genoma mitocondrial, num único indivíduo, não são sempre idênticas. A 
existência de diferentes tipos de ADNmt, num indivíduo, é designada por 
heteroplasmia. 
 
 
1.3.1.4 Heteroplasmia 
 
Em tecidos normais, todas as moléculas de ADNmt são idênticas, 
designando-se este fenómeno por homoplasia. Porém, quando as cópias não são 
idênticas numa célula, tecido ou indivíduo, denomina-se por heteroplasmia 
(Lightowlers et al., 1997; Melton, 2004). Este fenómeno pode resultar de mutações 
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que ocorrem durante a proliferação das células germinativas ou durante a 
replicação das células somáticas (Nilsson, 2007). Inicialmente, pensava-se que esta 
era uma característica rara mas, com o avanço da tecnologia de análise e o 
aumento do número de amostras estudadas, foi demonstrado que a heteroplasmia é 
um fenómeno comum. Pode ser observada de 3 modos: 1) um indivíduo pode ter 
mais de que um tipo de ADNmt no mesmo tecido; 2) um indivíduo pode ser 
heteroplasmático num tecido e homoplasmático noutro tecido; 3) um indivíduo pode 
ter um tipo de ADNmt num tecido e outro tipo noutro tecido (Carracedo et al., 2000; 
Budowle et al., 2003). 
Existem dois tipos de heteroplasmia, a de posição e a de comprimento, 
ocorrendo a primeira quando as sequências apresentam, numa posição 
determinada, diferentes nucleótidos, e a segunda, quando as sequências 
apresentam diferentes tamanhos devido a inserções e/ou delecções (Butler, 2005). 
Em investigação forense, a heteroplasmia pode, por vezes, complicar a 
interpretação dos resultados de ADNmt, mas, no entanto, a presença de 
heteroplasmias, em posições idênticas, pode aumentar a probabilidade de 
determinação de um perfil de ADN. 
 
 
1.3.1.5 Taxa de mutação 
 
A taxa de mutação do ADNmt é muito maior, em várias ordens de grandeza, 
comparativamente ao ADN nuclear. No entanto, nas regiões hipervariáveis da 
região controlo, a taxa é ainda maior, sendo nestas regiões que está concentrada a 
grande parte da variação de sequências nucleotídicas, havendo controvérsia sobre o 
seu valor de grandeza (Dimauro e Davidzon, 2005). Brown e colaboradores 
calcularam a taxa de evolução da região não codificante do genoma mitocondrial 
que, comparativamente ao genoma nuclear, possuía uma grandeza de 5 a 10 vezes 
superior, enquanto Wallace chega a valores entre 10 a 17 vezes superior (Brown et 
al., 1979; Wallace, 1999).  
A ausência de proteínas protectoras, como histonas, como também de um 
mecanismo eficiente de reparação efectivo, uma vez que a polimerase do ADNmt 
tem uma baixa actividade de reparação, comparativamente à polimerase do ADN 
nuclear (Kunkel e Loeb, 1981), e o facto de o ADNmt estar muito exposto aos 
radicais de oxigénio livres, gerados pela fosforilação oxidativa, que apresentam 
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efeito mutagénico, podem ser as razões para esta elevada taxa de mutação (Gray, 
1989; Yakes e Van Houten, 1997; Dimauro e Davidzon, 2005).  
 
 
1.3.2 Aplicações do ADN mitocondrial 
 
A análise molecular da variação genética mitocondrial tem sido muito 
importante para várias áreas da ciência entre as quais a Medicina, a Antropologia, 
a Biologia Evolutiva e a Genética Forense. 
 
Na literatura, cada vez mais se reconhece as diversas aplicações clínicas do 
ADNmt. São conhecidas dezenas de mutações pontuais e inúmeros rearranjos 
associados a uma grande variedade de doenças e sintomas, tais como, desordens 
nos movimentos, degeneração muscular, cegueira, surdez e demência (Hanna e 
Nelson, 1999; Wallace, 2001). Suspeita-se que muitas outras doenças são causadas 
em parte pela disfunção da mitocôndria, incluindo a diabetes mellitus, algumas 
doenças cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson (DiMauro, 2006), como também já 
foi demonstrada a associação de mutações mitocondriais com o cancro da mama, da 
próstata, do cólon, etc (Crimi e Rigolio, 2008). 
Actualmente, a investigação concentra-se no estudo de mutações 
patogénicas, relacionadas com doenças mitocondriais, que afectam a função da 
mitocôndria (Wallace, 1999; Dimauro e Davidzon, 2005; Wallace, 2005). Apesar da 
principal condição patogénica ocorrer no processo da fosforilação oxidativa, em que 
a síntese de ATP é insuficiente, os efeitos das doenças mitocondriais são muito 
mais extensos.  
Os sintomas degenerativos afectam, normalmente, os tecidos que requerem 
uma maior quantidade de energia, como o tecido muscular e o tecido nervoso. O 
grande número de substituições nucleotídicas observadas na região controlo dos 
humanos sugere que estes polimorfismos não possuem um poder funcional 
relevante. Sabe-se, recentemente, que as variações nesta região poderão influenciar 
a existência de mutações nas regiões codificantes, associadas a doenças (Holland e 
Parsons, 1999). É importante referir, ainda, que para além das mutações 
observadas no genoma mitocondrial, algumas mutações autossómicas têm sido 
identificadas como causa de doenças mitocondriais, devido ao facto da maioria das 
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proteínas envolvidas na fosforilação oxidativa serem codificadas pelo genoma 
nuclear (De Meirleir et al., 2004). 
A heteroplasmia é comummente observada em doenças associadas às 
mutações mitocondriais. A expressão clínica de uma mutação patogénica é 
determinada pela proporção relativa do número de genomas mutados, pelo que 
existe um número crítico de ADN mutado necessário para que ocorra uma 
disfunção mitocondrial, designado por threshold effect (Dimauro e Davidzon, 2005). 
Este limite da expressão da doença, causado pela mesma mutação, pode diferir 
entre diferentes tipos de células (Hanna e Nelson, 1999). 
Nos últimos anos, tem sido demonstrado que algumas doenças mitocondriais 
podem ser explicadas pela acumulação de danos no ADNmt. Estes danos consistem, 
principalmente, em mutações pontuais e delecções, as quais acontecem com o 
avanço da idade e levam a uma diminuição da função mitocondrial (Linnane et al., 
1992; Wallace et al., 1995). 
 
A delecção de 4977 pb do ADNmt tem atraído a atenção dos investigadores, 
desde que se descobriu a sua associação com o avanço da idade, em 1992 
(Cortopassi et al., 1992). Desde ai, têm sido realizados muitos estudos que reflectem 
a acumulação desta delecção, nos vários tecidos, ao longo da vida de um indivíduo. 
Os dados são uniformes e conclui-se que a delecção de 4977pb pode ser considerada 
um biomarcador ideal para o envelhecimento. Considerando a grande densidade 
génica da molécula de ADNmt, é fácil perceber que esta delecção elimine alguns 
genes codificantes, tais como, os genes das 4 sub-unidades da NADH 
desidrogenase, da sub-unidade 3 da citocromo oxidase e das sub-unidades 6 e 8 da 
ATPase. A perda destas proteínas está associada a doenças mitocondriais severas, 
tais como o síndrome de Pearson e o síndrome de Kearns-Sayre ou, ainda, a 
oftalmoplegia externa progressiva crónica (Peng et al., 2006). 
 
A partir do momento da morte, os danos ao nível do ADN são inevitáveis e 
dependentes do ambiente, de tal modo que a análise de ADN ancestral apresenta 
várias dificuldades. Características específicas do ADNmt, tais como o elevado 
número de cópias de ADNmt por célula, relativamente às duas cópias do ADN 
nuclear, e a sua localização celular, encapsulado num organelo com duas 
membranas plasmáticas, permitem uma maior e melhor recuperação deste 
material genético, comparativamente ao ADN nuclear (Cerri e Verzeletti, 2004). A 
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sua natureza circular proporciona, também, que seja uma molécula mais estável e, 
por isso, menos susceptível à degradação pelas exonucleases, uma característica 
essencial, nomeadamente, quando se analisam amostras altamente danificadas, 
como o caso de espécimes biológicas antigas (Hagelberg e Clegg, 1991).  
 
O ADNmt oferece uma magnífica visão da diversidade presente no pool 
genético humano, devido, principalmente, à sua taxa de mutação ser muito 
superior à do ADN nuclear, constituindo uma fonte importante de informação 
filogenética em estudos da história evolutiva humana, migrações e diferenciação 
populacional. A rápida evolução e o modo peculiar de hereditariedade fornecem 
novas perspectivas de como, onde e quando o pool genético humano principiou e 
cresceu (Cann et al., 1987).  
 
 
1.3.2.1 ADN mitocondrial em Genética Forense 
 
Já não existe qualquer dúvida que o ADNmt é cientificamente aceite como 
uma ferramenta muito útil para a Genética Forense. No entanto, a sua utilização 
como marcador genético implica uma aproximação própria, de modo a haver uma 
interpretação correcta dos resultados. O estudo do ADNmt deve limitar-se aos 
casos em que não foi possível a obtenção de resultados pela análise de ADN nuclear 
ou naqueles em que se pretende informação adicional, uma vez que o ADN nuclear 
possui um poder de discriminação muito superior, para além da menor 
complexidade da metodologia empregue.  
Em vestígios em que a quantidade de ADN é muito ínfima ou em que o ADN 
esteja muito degradado, o ADNmt pode ser usado como uma fonte alternativa. Os 
restos cadavéricos antigos ou provenientes de grandes catástrofes, encontrando-se 
altamente degradados, cabelos sem raízes, ossos, dentes, impressões digitais, urina 
e fezes são alguns dos materiais biológicos em que o estudo do ADNmt pode ser 
vantajoso (Ginther et al., 1992; Wilson et al., 1995b; Budowle et al., 1999; Balogh et 
al., 2003; Coble et al., 2009). Outra aplicação sustenta-se na sua hereditariedade 
uniparental, em situações de identificação forense nas quais existem apenas 
amostras de parentes da linhagem materna para comparação, como, por exemplo, 
na identificação de desaparecidos e restos cadavéricos, identificação criminal e no 
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estudo de relações de parentesco pela linhagem materna (Ginther et al., 1992; 
Morley et al., 1999; Coble et al., 2009). 
 
Para que exista uma uniformização da avaliação e interpretação dos dados 
da análise de ADNmt, a comunidade científica adoptou um procedimento e 
linguagem comuns, estando estabelecidas guidelines internacionalmente aceites 
(Holland e Parsons, 1999; Carracedo et al., 2000), que incluem a comparação 
directa das diversas sequências com a sequência revista de Anderson, também 
designada de rCRS. Após o alinhamento são apenas assinaladas as diferenças que 
existem entre as duas sequências, ficando, assim, implícito que as posições não 
registadas são as mesmas da rCRS (Carracedo et al., 2000).  
 
Nos últimos anos, a maioria dos estudos do ADNmt centrou-se na análise da 
sequenciação dos segmentos da região controlo, HVI e HVII (Budowle et al., 1999; 
Morley et al., 1999; Cerri e Verzeletti, 2004). Actualmente, é feita também 
investigação de SNPs em todo o genoma mitocondrial, o que aumenta o poder da 
análise (Coble et al., 2004; Jobling e Gill, 2004; Vallone et al., 2004). 
 
Apesar de toda a utilidade, aplicabilidade e validade do uso de ADNmt, no 
contexto forense, se encontrar muito bem documentada na bibliografia, não se pode 
desprezar que, também, existem algumas limitações na sua utilização. A 
hereditariedade uniparental maternal pode constituir uma limitação. O facto de 
todos os indivíduos pertencentes à mesma linhagem materna apresentarem o 
mesmo perfil de ADNmt não permite estabelecer uma identificação individual 
(Budowle et al., 2003). A ocorrência de heteroplasmia não invalida o uso do ADNmt 
na análise forense, porém, pode conduzir ao aumento da complexidade na análise 
de perfis de ADNmt, de modo que, em presença deste fenómeno, deve ser tomado 
um cuidado particular na interpretação dos resultados. Por outro lado, nos casos 
em que ambas as amostras, tanto a amostra referência como a amostra problema, 
apresentam sequências de ADNmt iguais, e é observada a mesma heteroplasmia, a 
presença desta aumenta a probabilidade de pertencerem à mesma fonte biológica 
ou à mesma linhagem materna (Holland e Parsons, 1999). 
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1.4 Quantificação de ADN 
 
Antes da aplicação de uma metodologia de estudo, uma amostra problema, 
tem de ser processada de forma correcta, para que o ADN seja devidamente isolado 
e permaneça apto para uma futura análise. Todas as fases são equitativamente 
importantes, desde a recolha e preservação da amostra, à extracção e quantificação 
de ADN, sendo cada etapa vital para a obtenção de bons resultados, 
independentemente da metodologia empregue seguidamente.  
Com o avanço da tecnologia, as análises forenses de ADN têm sido 
realizadas com maior sucesso numa imensa variedade de materiais biológicos, e até 
mesmo, quando vários materiais se encontram misturados (Barbaro e Cormaci, 
2004). No entanto, a quantidade de ADN presente nas diferentes amostras pode 
variar substancialmente. Por vezes, a amostra já se encontra muito degradada e, se 
a quantidade de ADN presente for mínima, prejudicará o êxito da análise. 
 
 
1.4.1 Porquê quantificar? 
 
Para assegurar que a quantidade presente duma amostra é indicada para a 
subsequente amplificação por PCR, que o ADN extraído é especificamente humano, 
e não de outra fonte biológica, e que apenas uma quantidade mínima de ADN seja 
utilizada para análise, a quantificação de ADN humano é um procedimento 
recomendado pela DNA Advisory Board (standard 9.3) (DNA Advisory Board, 
2000).  
Esta quantificação específica de ADN humano é essencial para assegurar a 
qualidade dos estudos, principalmente nos casos baseados em amostras degradadas 
ou com baixo número de cópias de ADN (Alonso et al., 2003; Andreasson et al., 
2006). Permite, igualmente, a possibilidade de uma decisão entre o estudo de ADN 
nuclear ou mitocondrial, como, também, obter informações acerca do estado de 
degradação da amostra (Alonso et al., 2003) e da presença de inibidores 
(Andreasson et al., 2002). 
Muitos factores ambientais contribuem para uma rápida degradação do 
ADN, como o tempo, altas temperaturas, nucleases e humidade, sendo este o maior 
problema nas análises forenses. A presença de inibidores da PCR é muito comum 
nos vestígios, tais como a melanina dos cabelos, ureia e a hemoglobina dos 
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eritrócitos, podendo ser facilmente extraídos juntamente com o ADN da amostra, 
não permitindo a amplificação por PCR (Abu Al-Soud e Radstrom, 2000; Butler, 
2005).  
 
A determinação quantitativa de ADN de uma amostra tem um papel 
essencial para uma amplificação adequada e subsequente identificação dos 
produtos amplificados através de kits comerciais, já anteriormente referidos, 
devido ao estreito intervalo de concentração de ADN no qual estes ensaios têm uma 
maior eficácia. Em geral, estes sistemas são muito sensíveis e intolerantes a 
quantidades elevadas de ADN, tendo como intervalo de concentração óptima de 
ADN dos 0,1-2,5 ng (Collins et al., 2004; Butler, 2005; Mulero et al., 2006). Quando 
a amplificação é feita com pouca quantidade de ADN, os efeitos estocásticos podem 
fazer com que alguns alelos não sejam devidamente amplificados, um fenómeno 
designado de allele dropout (Gill et al., 2000), podendo originar uma falsa 
homozigotia se um dos alelos não é dectado. Quando existe uma grande quantidade 
de ADN, este facto pode originar artefactos espectrais e um aumento nos produtos 
stutter (Butler, 2005). Por estas razões, é importante estimar a concentração da 
amostra, de modo exacto, antes de efectuar a sua amplificação. 
Será fácil compreender, também, que uma amostra que não apresente bons 
resultados terá de ser de novo analisada, ou seja, terá de ser de novo realizado todo 
o processo, desde a extracção até à obtenção de novos resultados, o que terá uma 
implicação no orçamento do laboratório e no tempo da análise. A quantificação 
assegura, assim, também estes aspectos, indicando, desde o início, se a quantidade 
de ADN é a ideal para análise pelos kits comerciais. 
Por outro lado, a partir da amplificação de um segmento do gene da 
amelogenina nos cromossomas homólogos X e Y, torna-se possível, não só a 
quantificação, como também a determinação do sexo do indivíduo (Alonso et al., 
2004). Esta quantificação é importante em casos em que exista uma mistura de 
ADN masculino e feminino, frequente em casos de agressão sexual, dando 
informações sobre a componente masculina. 
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1.4.2 Diagnosticar quantificando 
 
A quantificação de ADN tem vindo a ser uma ferramenta útil para 
diagnóstico, tendo, cada vez mais, uma grande importância na área da Medicina. 
Através deste método é possível a detecção rápida da presença de genes envolvidos 
em doenças infecciosas, cancro e anomalias genéticas. 
A alta sensibilidade e especificidade, juntamente com a rapidez na obtenção 
dos resultados e o fácil procedimento de alguns métodos de quantificação, em 
especial os baseados na PCR, são características atractivas no diagnóstico de 
doenças provocadas por agentes patogénicos microbianos. Têm sido publicados 
vários artigos acerca da detecção e quantificação de inúmeros agentes infecciosos 
causadores de doenças, tais como, meningite, pneumonia, malária e herpes (Espy et 
al., 2006).   
A quantificação começa a ter um papel importante na Oncologia, uma vez 
que fornece dados sobre a expressão génica, a perda ou ganho de genes e pequenas 
alterações genéticas. Além disso, pode também ser aplicado para detectar e 
quantificar as causas virais do cancro (Bernard e Wittwer, 2002). 
A delecção de 4977 pb do ADNmt, já referida anteriormente, é conhecida por 
se acumular nos vários tecidos pós‐mitóticos com o avanço da idade. A 
quantificação desta delecção pode apresentar importância clínica, visto estar 
associada a várias doenças (Biagini et al., 1998), mas também importância forense 
(Meissner et al., 1999). Wurmb‐Schwark e colaboradores confirmaram o aumento 
exponencial desta delecção com o avanço da idade. No entanto, verificaram que 
existia uma grande variabilidade na frequência desta mutação, entre indivíduos 
com a mesma idade ou semelhante, indicando que a delecção está sujeita a outros 
factores biológicos (von Wurmb-Schwark et al., 2002). A grande variação 
inter‐individual sugere que o método, apenas, tem poder de discriminação com 
significância estatística, entre amostras de pessoas jovens e mais idosas, isto é, que 
a delecção 4977 pb, no contexto forense é um indicador inconclusivo da idade. 
 
 
1.4.3 Métodos de quantificação  
 
Os métodos de quantificação têm sofrido muitas alterações, nos últimos 50 
anos, à medida que se foi descobrindo a complexidade da molécula de ADN. As 
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primeiras técnicas de quantificação foram usadas nas Ciências Forenses, aquando 
da análise de ADN por RFLPs (do inglês Restriction Fragment Length 
Polymorphism). Estas técnicas não diferenciavam ADN humano de ADN não 
humano, ou seja, determinavam o total de ADN, independentemente da sua 
origem. Com o aparecimento da PCR, houve a necessidade de introduzir uma 
técnica quantitativa que fosse selectiva para o ADN humano. Por algum tempo, 
apenas uma técnica estava disponível, porém, actualmente várias estão disponíveis 
(Nicklas e Buel, 2003c).  
 
As técnicas de quantificação de espectrofotometria de fluorescência e no 
ultravioleta (absorção a 260 nm, em ADN de dupla cadeia) foram técnicas muito 
usadas, e continuam a ser em alguns Laboratórios, quando a espécie de origem não 
tem interesse. A espectrofotometria no ultravioleta apresenta algumas 
desvantagens, tais como, incapacidade de diferenciar ADN de cadeia simples e 
dupla, simultânea absorção do ARN e outros contaminantes, não apresentar 
grande sensibilidade e necessidade de uma grande quantidade de ADN (Nicklas e 
Buel, 2003c; Tobe e Linacre, 2008).  
A espectrofotometria de fluorescência é uma técnica que já permite a 
quantificação de pequenas quantidades de ADN, determinando a concentração de 
uma solução através da densidade óptica. Envolve a adição de um composto 
fluorescente apropriado que, ao interagir com o ADN, se torna fluorescente. A 
selecção do composto é muito importante, uma vez que alguns se vão ligar 
preferencialmente, ao ADN e, não ao ARN, e outros têm uma grande preferência 
por ADN de cadeia dupla, e não cadeia simples. Um exemplo de um composto 
fluorescente é o brometo de etídio, que apresenta características mutagéncias e é 
mundialmente utilizado para a detecção de ADN em géis. No entanto, apesar de 
apresentarem algumas desvantagens, todas as técnicas descritas, anteriormente, 
falham num aspecto essencial - quantificam todo o ADN presente numa amostra, 
seja ele de origem humana, animal, vegetal ou bacteriana. Embora esta distinção 
seja irrelevante, quando se tem a certeza da origem da amostra, é muito 
importante numa cena de crime (Nielsen et al., 2008).  
Com a utilização dos kits de sistemas multiplex de STRs, a presença de ADN 
não humano não interfere com a amplificação dos STRs, nem origina falsos 
resultados, mas pode causar uma falha na amplificação porque foi insuficiente a 
quantidade de ADN humano adicionada à PCR. Assim sendo, havia a necessidade 
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do desenvolvimento de uma técnica selectiva de quantificação (Nicklas e Buel, 
2003c; Nielsen et al., 2008). 
 
Um desses métodos, designado por hibridização slot‐blot, que utiliza 
oligonucleótidos marcados com biotina (Walsh et al., 1992), permite a detecção por 
uma sonda específica para primatas, para o locus D17Z1, de zonas altamente 
repetitivas do ADN satélite. O aparecimento do kit Quantiblot Human DNA 
Quantification (Applied Biosystems), que permitia a detecção deste mesmo locus, 
contribuiu, claramente, para a estandardização deste método de quantificação em 
Genética Forense. Provavelmente, a sua maior limitação é o facto do limite de 
detecção estar acima do limite da capacidade da PCR para a amplificação de STRs 
dos diferentes kits comerciais. Por esse motivo, amostras que contenham pouco 
ADN, e que apresentem resultados negativos na quantificação de ADN, podem 
ainda ser estudadas por métodos baseados em PCR (Alonso et al., 2004). É ainda 
importante salientar que este ensaio também é específico para primatas, como 
chimpanzés e gorilas, devido às semelhanças entre as sequências de ADN. 
 
Um método menos comum é a PCR competitiva. Este procedimento requer 
uma sequência exógena de ADN, de concentração conhecida, que vai competir com 
a sequência alvo. Normalmente, este fragmento é construído de modo que o produto 
final seja distinguível do produto alvo pelo tamanho em pb da banda obtida. Os 
produtos de PCR são analisados por uma electroforese em gel de agarose e 
coloração com brometo de etídio, para se determinar o ratio entre a sequência 
exógena e a sequência alvo. Desvantagens deste método assentam no facto do 
brometo de etídio não ser um método de quantificação exacto, o ratio ADN 
alvo/exógeno ser limitado de 1:10 a 10:1 e ser necessário grande quantidade de 
amostra para realizar este ensaio (Alonso et al., 2003).  
 
Actualmente, tem vindo a ser cada vez mais usado um método que tem 
demonstrado ser muito sensível e de baixo custo – real‐time PCR, designado por 
alguns autores como rtqPCR ou, simplesmente, qPCR, que significa quantificação 
por PCR em tempo real ou PCR quantitativa.  
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1.5 PCR em Tempo Real 
 
A amplificação de ADN por PCR pode falhar devido à presença de inibidores, 
ao estado de degradação do ADN, à quantidade insuficiente deste ou mesmo devido 
à combinação de todos estes factores. Assim, uma técnica que nos permite, 
simultaneamente, inferir acerca da quantidade e da qualidade do ADN presente 
numa amostra é muito benéfica para tomar decisões de como proceder em seguida. 
A qPCR fornece toda essa informação. 
Esta técnica foi descrita, em 1993, por Higuchi e colaboradores (Higuchi et 
al., 1993) que, ao acoplar uma câmara de vídeo CCD, de modo a monitorizar a PCR 
durante todos os ciclos, podiam detectar o aumento da fluorescência durante a 
reacção, devido à ligação do brometo de etídio às moléculas de ADN de dupla cadeia 
recém-sintetizadas.  
Actualmente, a qPCR requer uma plataforma de instrumentação que 
contém um termociclador, com sistema óptico para a excitação e recolha da emissão 
da fluorescência e um computador com software próprio para a aquisição de dados e 
análise final da reacção. 
A diferença deste método consiste no facto de que, durante a reacção, o ADN 
amplificado é quantificado em tempo real, à medida que se acumula, a cada ciclo de 
amplificação. Neste sistema, as fases de amplificação, detecção e quantificação são 
totalmente automatizadas, ocorrem em simultâneo e em tempo real (Heid et al., 
1996). 
 
 
1.5.1 Princípio geral 
 
O procedimento segue o princípio geral de uma PCR, apresentando as suas 
três fases características: fase de crescimento exponencial, fase de crescimento 
linear e fase estacionária (Kubista et al., 2006). Estas fases podem ser observadas 
num gráfico de fluorescência versus o número de ciclos da PCR (figura 1.3a). A 
melhor fase para se estudar a reacção é a fase exponencial, onde se prevê que esta 
tenha uma eficiência de aproximadamente 100%, ou seja, é nesta fase que a relação 
entre a quantidade de produto e do input de ADN é, provavelmente, mais 
consistente (Heid et al., 1996).  
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Existe um ponto onde a reacção vai atingir o limiar da fase exponencial, 
onde o nível de fluorescência vai exceder um limiar arbitrário, definido pelo 
software da qPCR. Este ponto corresponde ao número de ciclos necessários para 
que a fluorescência da reacção seja detectável, isto é, que atravesse o limiar 
estabelecido e que tem a designação de cycle threshold (CT) (Heid et al., 1996; 
Nicklas e Buel, 2003c; Kubista et al., 2006). Quanto menos ciclos for preciso para se 
detectar fluorescência, maior é o número de moléculas iniciais que se introduziu na 
reacção de amplificação de PCR (figura 1.3b). São usadas amostras de ADN de 
concentração conhecida para a obtenção de uma curva padrão, baseado nos valores 
de CT de cada amostra, pelo que há sempre uma proporção linear, com declive 
negativo, entre o valor do CT e o logaritmo da concentração de ADN, que 
corresponde à curva padrão (figura 1.4).  
Desde que exista precisão e consistência nos CT de amostra para amostra de 
concentração conhecida, o valor de CT de qualquer amostra de concentração 
desconhecida pode ser comparado a essa curva padrão e facilmente calculada a sua 
concentração inicial. Assim, ao longo da reacção, a emissão de compostos 
fluorescentes gera um sinal de fluorescência (Rn) que aumenta, em proporção 
directa, com a quantidade de produto amplificado (Heid et al., 1996; Kubista et al., 
2006). 
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Figura 1.4- Curva Padrão obtida por diferentes 
amostras de concentrações conhecidas de ADN 
(a,b,c,d,e). Numa escala logaritmica os CT correspondem 
ao número inicial de moléculas.     
Fonte: Adaptado de Butler, 2005 
 
Figura 1.3 - A) Fases e curvas de resposta do PCR em tempo real. B) Sete curvas de resposta do 
PCR em tempo real com diferentes concentrações de ADN inicial, desde 1 pg a 1 µg. 
Fonte: A) Adaptado de Kubista et al., 2006  
 B) Retirado de http://bwhpathology.partners.org/tcrnd.aspx (acedido a dia 15/09/09) 
A 
B 
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1.5.2 Tecnologias desenvolvidas 
 
Actualmente, existem diversas abordagens para a realização da qPCR, 
nomeadamente, no que diz respeito aos métodos químicos de fluorescência. O 
composto fluorescente adicionado à reacção pode ter dois tipos de comportamento, 
dando origem às duas tecnologias mais usadas: SYBR® Green e TaqMan®. Na 
primeira abordagem, o fluorocromo pode não apresentar especificidade para uma 
determinada sequência de ADN, detectando e ligando-se a qualquer produto da 
PCR de dupla cadeia, sendo que a especificidade da detecção e quantificação é 
devida, unicamente, à especificidade dos primers. A segunda abordagem requer um 
fluorocromo que está localizado numa sonda com especificidade para uma 
sequência de ADN e que detecta unicamente esta sequência em todos os produtos 
da PCR (Alonso et al., 2003; Nicklas e Buel, 2003c).  
   
 
1.5.2.1 Tecnologia SYBR® Green 
 
A tecnologia SYBR® Green é baseada em moléculas que se ligam às duplas 
cadeias de ADN e quando excitadas emitem uma fluorescência verde. As moléculas 
não ligadas deste composto apresentam uma fluorescência fraca produzindo um 
sinal mínimo, que é utilizado como “ruído de fundo”. Durante a qPCR, após o 
reconhecimento dos primers, as moléculas de SYBR® Green ligam‐se à dupla 
cadeia de ADN pré‐sintetizada pela enzima Taq ADN polimerase. Assim, ao longo 
da reacção e no fim da fase de extensão, de cada ciclo, pode ser monitorizada a 
quantidade crescente de fluorescência e, consequentemente, de ADN amplificado 
(Vitzthum et al., 1999). Apesar do baixo custo, do uso fácil e da grande 
sensibilidade, este método apresenta desvantagens, como o facto destas moléculas 
se ligarem a todo o ADN em cadeia dupla na reacção, incluindo os dímeros de 
primers e outros produtos não específicos, o que não pode ser distinguido. 
Obviamente, o SYBR® Green só pode ser utilizado em reacções singleplex, uma vez 
que não é específico para uma determinada sequência de ADN (Alonso et al., 2003; 
Nicklas e Buel, 2003c). 
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1.5.2.2 Tecnologia TaqMan® 
 
A tecnologia TaqMan® é baseada na detecção da actividade exonucleotídica 
5’‐3’ da Taq ADN polimerase (Holland et al., 1991). Neste sistema são utilizados 
dois primers específicos de uma determinada sequência de ADN e uma sonda 
Taqman® homóloga à região do fragmento de ADN entre os primers. Esta sonda 
tem uma característica particular, pois apresenta, na extremidade 5’, um 
fluorocromo repórter e na extremidade 3’ um quencher (molécula que aceita a 
energia da molécula repórter e a dissipa na forma de luz ou calor) (Heid et al., 
1996).  
Na figura 1.5, pode-se observar o esquema desta tecnologia. No início da 
qPCR, a sonda está intacta e, a proximidade física do quencher e da molécula 
repórter, suprime a detecção da fluorescência deste, pela transferência de energia 
Förster. Ao longo da reacção, a sonda hidridiza com a sua sequência específica 
(entre primers), e é encontrada pela enzima Taq ADN polimerase que a hidrolisa 
pela sua actividade exonucleotídica 5’-3’. Esta hidrólise separa o quencher da 
molécula fluorescente repórter, o que permite a detecção da fluorescência desta. A 
hidrólise da sonda ocorre em proporção da amplificação da sequência de ADN alvo 
e, consequentemente, resulta no aumento do sinal de fluorescência. 
Eventualmente, o sinal de fluorescência aumenta até um ponto onde pode ser 
detectado, ultrapassando o limiar, já referido como CT. Existe, assim, uma relação 
matemática exacta inversa entre o número de moléculas de ADN iniciais na 
reacção e o valor de CT, que é a base para os cálculos na qPCR (Alonso et al., 2003; 
Nicklas e Buel, 2003c).     
A especificidade é a grande vantagem, visto que apenas se amplifica, detecta 
e quantifica a sequência alvo pretentida (Heid et al., 1996), apesar de ser uma 
tecnologia de difícil delineamento devido à necessidade de uma amplificação e de 
uma hidrólise eficientes. Mais ainda, o facto de as sondas terem duas moléculas 
ligadas nas suas extremidades, implica um custo muito elevado. Para além dos 
evidentes benefícios no que toca à rapidez na obtenção de resultados, o tempo 
apenas de uma PCR, esta tecnologia permite obter resultados com alta 
sensibilidade, maior precisão e menor risco de contaminação. Apresenta, também, 
viabilidade de automatização, desnecessário processamento da amostra pós‐PCR e 
possibilidade de realizar diferentes tipos de análises, mesmo, em simultâneo, como 
a determinação do sexo, do estado de degradação do ADNmt e da taxa de inibição 
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da Taq polimerase (Heid et al., 1996; Alonso et al., 2003; Butler, 2005; Kubista et 
al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5 – Representação esquemática da tecnologia Taqman®, durante as fases de 
polimerização, extensão de primers e hidrólise da sonda. 
Fonte: Retirado de 
http://www.asuragen.com/Services/services/gene_expression/ab_taqman.aspx (acedido a 
19/09/09) 
 
 
1.5.3 Quantificação de ADN nuclear  
 
Em 2002, Andréasson e os seus colaboradores apresentaram o uso da 
tecnologia Taqman® para detectar e quantificar ADN nuclear e mitocondrial 
(Andreasson et al., 2002). O gene nuclear alvo foi o gene associado ao 
retinoblastoma humano, de cópia única no genoma e localizado no cromossoma 13. 
Baseado neste ensaio, vários investigadores desenvolveram um sistema de qPCR 
para quantificação absoluta do ADN nuclear e/ou ADN mitocondrial (Alonso et al., 
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2004; Timken et al., 2005; Niederstatter et al., 2007; Tobe e Linacre, 2008). Walker 
e colaboradores desenvolveram o primeiro qPCR triplex para quantificação 
simultânea de ADN nuclear, de ADN mitocondrial e do cromossoma Y (Walker et 
al., 2005). Outros autores desenvolveram ensaios baseados na detecção de várias 
sequências, como as sequencias Alu (Nicklas e Buel, 2003b; Nicklas e Buel, 2003a; 
Walker et al., 2003). A vantagem de usar sequências de ADN de cópias múltiplas 
reside no potencial de desenvolvimento de mais ensaios sensíveis, porém os 
resultados de quantificação são muito díspares devido às variações entre o número 
de cópias do ADN alvo (Nielsen et al., 2008). 
 
Em 2003, a Applied Biosystems introduziu no mercado o kit Quantifiler® 
Human DNA Quantification, baseado na técnica de qPCR e na tecnologia 
Taqman® e validado para aplicações forenses, como a identificação humana. Com 
este kit pretende-se ultrapassar as limitações de alguns métodos de quantificação 
mais antigos, assim como a substituir o kit Quantiblot® Human DNA Quantitation, 
produto descontinuado desde 30 de Junho de 2007 (Applied Biosystems). O kit 
Quantifiler® Human é destinado a ser um passo preliminar antes da realização de 
ensaios para obtenção de perfis de STRs, sendo por isso que a escolha do alvo 
genético para este ensaio recaiu num locus de única cópia, tal como os loci dos 
STRs, para que haja uma melhor previsão das cópias amplificáveis dos alelos de 
STR disponíveis numa dada amostra e estejam sujeitas ao mesmo tipo de efeitos 
estocásticos de amostragem. 
Como já referido, tem como objectivo a quantificação de ADN nuclear 
humano, presente numa qualquer amostra de ADN, a partir da amplificação do 
locus do intrão do gene da transcriptase reversa da telomerase (hTERT), localizado 
no cromossoma 5. Este ensaio permite também a detecção de inibidores da PCR na 
amostra em estudo, através da introdução de um controlo positivo interno da 
amplificação – IPC (do inglês Internal Positive Control). O IPC consiste num 
fragmento sintético, que é também quantificado, adicionado a todas as reacções, 
confirmando o desempenho de todos os componentes do sistema e a capacidade de 
amplificação das amostras em estudo.  
A mistura da reacção final do kit contém dois conjuntos independentes de 
“detectores”, cada um constituído por 2 primers e uma sonda Taqman. Um conjunto 
detector usa uma sonda marcada com a molécula fluorescente FAM™, específica 
para o locus do hTERT. O outro conjunto usa uma sonda marcada com a molécula 
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fluorescente VIC®, que juntamente com o fragmento sintético de ADN adicionado a 
concentrações fixas, constituem o sistema IPC. Ambos os detectores do ADN 
genómico humano como o do IPC estão desenhados para amplificarem em paralelo 
em todas as reacções. Deste modo, a análise da amplificação dos dois sistemas 
juntos permite verificar a existência de amostras que não contêm ADN genómico 
(quando não existe uma amplificação de ADN genómico mas uma amplificação 
correcta do IPC) e indicar a presença de inibidores da reacção de PCR (quando 
nenhuma amplificação é bem sucedida). 
 
 
 
Figura 1.6 – Kit Quantifiler® Human DNA Quantification. 
Fonte:https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&
productID=4343895&catID=601641&backButton=true 
 
 
1.5.4 Quantificação de ADN mitocondrial  
 
Actualmente, não existe nenhum kit comercializado para uma quantificação 
específica de ADN mitocondrial, pelo que vários investigadores desenvolveram 
ensaios baseados na qPCR e na tecnologia Taqman®. A maioria desses estudos 
envolve quantificação simultânea de ADN nuclear e ADN mitocondrial 
(Andreasson et al., 2002; Alonso et al., 2004; Walker et al., 2005; Andreasson et al., 
2006; Niederstatter et al., 2007).  
A sequência de ADNmt alvo para a amplificação por qPCR é o que mais 
difere no desenvolvimento destes estudos. Existem duas zonas possíveis para a 
amplificação, a região codificante ou a região controlo. Os primeiros estudos 
desenvolvidos tiveram como alvo os genes para o ARN transportador de lisina e da 
ATP sintetase 8, região que possui poucos locais polimórficos (Andreasson et al., 
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2002), e o gene do citocromo b (Gourlain et al., 2003), todos localizados na região 
codificante do genoma mitocondrial. 
Mais recentemente, os estudos recaiem na amplificação de sequências na 
região controlo, nomeadamente na região HV1 (Alonso et al., 2003; Alonso et al., 
2004). Esta mudança na sequência alvo deve-se ao facto de haver alguns sistemas 
não específicos em que ocorre, também, a amplificação de um produto do genoma 
nuclear (Andreasson et al., 2002), o que aumenta a probabilidade de erro na 
selecção da sequência a amplificar, dando origem a uma quantificação imprecisa 
(Walker et al., 2005).   
Em 2004, Alonso e colaboradores descreveram uma metodologia de 
quantificação de ADNmt por PCR em tempo real, baseada na amplificação de dois 
fragmentos, de diferentes tamanhos, 113pb (posição 15977 à posição 16089) e 287 
pb (posição 1611 à posição 16399), da região HV1 da região controlo, utilizando 
duas sondas para a determinação específica do número de cópias de ADNmt de 
cada fragmento. Esta metodologia apresenta alta especificidade, para os humanos, 
e alta sensibilidade na detecção de poucas cópias de ADNmt. A informação 
adicional (número de cópias de cada fragmento) poderá ser útil na avaliação do 
estado de degradação de amostras. A maioria das amostras quantificadas, por este 
estudo, apresentou uma quantificação positiva, quando analisadas pela 
amplificação do fragmento de 113pb, mas uma quantificação negativa pela 
amplificação do fragmento de 287pb, indicando que as amostras estavam altamente 
degradadas. A informação sobre o número de cópias de ADNmt e o estado de 
degradação de uma amostra é crucial na decisão da melhor estratégia a seguir para 
a continuação do estudo da amostra - sequenciação da região controlo ou análise de 
SNPs mitocondriais. Contudo, quando a amostra apresentava número de cópias 
inferiores a 60, podem ocorrer uma amplificação incorrecta.  
 
 
1.6 Implementação da Qualidade  
 
Qualquer análise científica que forneça informação que possa conduzir à 
perda da liberdade de um indivíduo acusado de um crime, necessita de ser 
efectuado com o máximo de cuidado. A confiança nos resultados obtidos numa 
análise de ADN é um aspecto de essencial importância em Genética Forense. 
Resultados pouco fiáveis podem não só ser contestados em tribunal, como também, 
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conduzir a decisões legais erróneas. A análise de ADN é um processo técnico que 
precisa de ser realizado por pessoal qualificado e eficazmente treinado, para que se 
possa assegurar a obtenção de resultados precisos e interpretados correctamente. 
Um Laboratório deve garantir a existência de pessoal técnico competente e 
pessoal de gestão com a autoridade e os meios necessários ao desempenho das suas 
funções, ou seja, deve garantir a presença de um sistema de qualidade. O sistema 
de garantia da qualidade tem como objectivo permanente a manutenção de um 
controlo adequado da actividade, dentro de um Laboratório, relacionada com todo o 
processo de análise, desde a colheita das amostras à elaboração do relatório final 
(Franco, 2006).  
Compete ao Laboratório definir a forma sob a qual ficam documentadas as 
políticas e metodologias aplicáveis, sendo recomendado a elaboração de um Manual 
de Qualidade, de modo a evidenciar o cumprimento dos requisitos da NP EN 
ISO/IEC 17025, norma que estabelece os requisitos de gestão e requisitos técnicos 
para a implementação de um sistema de gestão da qualidade em laboratórios de 
ensaio e calibração. Esta norma, publicada em 2005, é reconhecida e utilizada 
mundialmente como referência para a qualidade e para a acreditação dos 
Laboratórios. Um Laboratório acreditado é reconhecido formalmente por um 
organismo de acreditação, de que atende a requisitos previamente definidos e 
demonstra ser competente para realizar as suas actividades com confiança.  
Na norma ISO/IEC 17025 estão descritos os requisitos de gestão e requisitos 
técnicos de um Laboratório (tabela 1.2). 
 
 
Tabela 1.2- Requisitos de gestão e requisitos técnicos mencionados na ISO/IEC 17025, de 
2005. 
Requisitos de gestão Requisitos técnicos 
1. Organização 1. Pessoal 
2. Sistema de gestão 2. Instalações e condições ambientais 
3. Controlo de documentos e de registos 3. Métodos de ensaio e calibração 
4. Análise de consultas, propostas e 
contratos 
4. Validação dos métodos 
5. Subcontratação de ensaios e 
calibrações 
5. Equipamento 
6. Aquisição de produtos e serviços 6. Rastreabilidade das medições 
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7. Serviço ao cliente 7. Amostragem 
8. Reclamações 8. Manuseamento dos itens a ensaiar 
ou calibrar 
9. Controlo de trabalhos de ensaios e/ou 
de calibrações não conformes 
9. Garantir a qualidade dos resultados 
de ensaios e de calibrações 
10. Melhoria 10. Apresentação dos resultados 
11. Acções correctivas e preventivas  
12.Auditorias internas  
13. Revisões pela gestão  
  
 
1.6.1 Validação da metodologia 
  
 Um dos requisitos técnicos descritos é a validação dos métodos efectuados no 
Laboratório. Validar um procedimento de ensaio consiste em demonstrar que este 
é adequado para o fim a que se destina, confirmando, pela examinação e pelo 
fornecimento de evidências objectivas, de que são cumpridas as exigências 
particulares, necessárias para o uso de determinada técnica num determinado 
ensaio. Um Laboratório deve proceder sempre à validação de métodos não 
normalizados, de métodos criados ou desenvolvidos pelo próprio Laboratório, de 
métodos normalizados utilizados fora do seu âmbito de utilização e extensões ou 
modificações de métodos normalizados, de modo a confirmar que o método é 
apropriado à utilização a que se destina (ISO/IEC17025, 2005). 
O Laboratório deverá utilizar métodos normalizados sempre que disponível. 
Porém, o facto de se realizar um procedimento de ensaio de acordo com um método 
normalizado não dispensa a evidência de registos de implementação do mesmo, 
demonstrando que cumpre as suas características. A utilização de métodos 
internos, ou seja, desenvolvidos pelo Laboratório, exige, obviamente, a respectiva 
validação (ISO/IEC17025, 2005). 
 
Para efectuar a validação de um procedimento de ensaio pode ser necessário 
realizar alguns, ou todos, os estudos a seguir mencionados. Deverá efectuar-se uma 
avaliação indirecta do método, por evidência das suas características, e uma 
avaliação directa, por comparação com referências aceites, sempre que estejam 
disponíveis. A avaliação indirecta consiste em evidenciar características de 
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desempenho relevantes para o ensaio tendo em consideração o âmbito de aplicação 
previsto. Considera-se necessário realizar, entre outros, estudos da 
representatividade do método, ou seja, que as características deste correspondem 
ao objectivo do ensaio, estudos dos fundamentos teóricos para evidenciar a base 
científica, estudos de optimização das condições operatórias e/ou robustez do 
método para permitir uma optimização e harmonização da sua execução e estudos 
de parâmetros característicos do método, como, por exemplo, exactidão, precisão, 
especificidade, limiares analíticos e contaminação. Na avaliação directa assume-se 
uma comparação do procedimento a validar com métodos normalizados ou de 
referência, com padrões ou materiais de referência certificados e com padrões 
internacionalmente aceites, assim como, por comparações interlaboratoriais 
(ISO/IEC17025, 2005). 
 
O Serviço de Biologia e Genética Forense (SBGF) da Delegação do Sul do 
Instituto Nacional de Medicina Legal, I.P. (INML, I.P.) está a realizar a validação 
interna de alguns procedimentos de ensaio, incluindo o procedimento de 
quantificação de ADN nuclear, efectuado através do kit Quantifiler® Human DNA 
Quantification. Actualmente, não está implementado no SBGF um método para a 
quantificação de ADNmt, pelo que esta análise não é efectuada.  
Para a validação de qualquer procedimento de ensaio, com excepção dos 
ensaios efectuados com fins puramente científicos, é necessário o estudo do 
documento no qual consta o Procedimento Geral de Validação de Procedimentos de 
Ensaios. Este documento serve de guia para a validação e indica todos os passos e 
estudos a realizar.  
No entanto, as guias apresentadas no documento foram desenvolvidas com 
especial atenção para a validação de procedimentos de ensaio direccionados para a 
obtenção de perfis genéticos de STRs, tais como o kit AmpFℓSTR® Identifiler® PCR 
Amplification (Applied Biosystems) e o kit Powerplex™ 16 (Promega). Deste modo, 
para uma validação interna dos métodos de quantificação de ADN, não é possível 
seguir exactamente todos os passos e termos indicados, uma vez que não se 
adequam aos métodos em causa a validar. Alguns critérios não são de todo 
aplicáveis a estes ensaios de quantificação de ADN e por esse motivo não podem 
testados e, outros critérios sofrerão algumas alterações de modo a serem 
compatíveis com a finalidade e a aplicação deste tipo de ensaios.   
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Para validar um procedimento de ensaio é necessário evidenciar 
características de desempenho relevantes para o ensaio tendo em consideração o 
âmbito de aplicação previsto. Os parâmetros estudados para a validação dos 
ensaios de quantificação de ADN serão os seguintes: precisão, limiares analíticos, 
especificidade e contaminação. Tecem-se, de seguida, alguns comentários sobre os 
principais parâmetros de validação habitualmente considerados nos procedimentos 
de ensaios do SGBF. 
 
Entende-se por precisão do método a capacidade de o mesmo fornecer 
valores constantes entre diferentes utilizações desse método para a mesma 
amostra, isto é, dar sempre o mesmo valor quando o mesmo método é usado. Por 
outras palavras, consiste na medida do erro aleatório, sendo definida como a 
concordância entre resultados obtidos a partir de análises dependentes de uma 
mesma amostra. Resumindo, este estudo tem o propósito de determinar o 
desempenho do método na obtenção de resultados constantes, em que são isolados 
os factores que podem adicionar variabilidade a este parâmetro.  
 
Entende-se por limite de detecção a menor concentração de ADN que pode 
ser detectada, mas não necessariamente quantificada, utilizando um determinado 
procedimento experimental. O limite de quantificação representa a menor 
concentração de ADN que pode ser medida, ou seja a quantidade mínima de ADN, 
presente numa amostra, que permite a obtenção de resultados com 100% de 
eficiência e de eficácia.  
 
Entende-se por especificidade, a capacidade de amplificar e analisar 
inequivocamente ADN da espécie que se pretende analisar, na presença de ADN de 
outras espécies. A especificidade é a capacidade de avaliar, de forma inequívoca, a 
substancia em análise, mesmo na presença de componentes que podem interferir 
com a sua determinação, numa amostra complexa. 
 
Entende-se por contaminação a existência de ADN estranho na amostra a 
analisar. Este estudo tem o propósito de avaliar o desempenho do método em 
amostras que consistem em misturas de ADN de diferentes indivíduos.  
 
 
QUANTIFICAÇÃO DE ADN NUCLEAR E ADN MITOCONDRIAL POR PCR EM TEMPO REAL  
Introdução 
 
 
34 
1.7 Objectivos 
 
 A informação acerca da quantidade de ADN (nuclear e mitocondrial) 
extraído de material biológico é essencial para a metodologia de análise a aplicar no 
estudo dessa amostra no âmbito forense. 
Um ensaio de quantificação pode indicar qual o passo seguinte mais 
apropriado para a análise forense de uma amostra específica. Se a quantidade de 
ADN nuclear não for suficiente para análise, a qual proporciona um maior poder 
discriminante, pode-se efectuar uma análise ao ADNmt, menos discriminativa e 
mais trabalhosa, no caso da sequenciação ou mesmo efectuar uma análise de SNPs 
mitocondriais. 
Além disso, a quantidade óptima de ADN extraído a ser consumido em cada 
análise pode ser revelado pela quantificação de ADN. Devido ao facto das amostras 
forenses serem normalmente, muito escassas, o ADN disponível tem de ser usado 
de modo que apenas seja utilizada a quantidade mínima que assegure que a 
análise seja informativa e que exista, ainda, amostra suficiente para permitir a 
repetição da análise, pelo mesmo ou outro Laboratório.         
  
A validação de procedimentos de ensaio é um requisito técnico da norma 
ISO/IEC 17025, que visa a avaliação directa e indirecta de que um determinado 
procedimento está adequado ao fim a que se destina.  
A avaliação indirecta consiste, entre outros aspectos, na avaliação de 
parâmetros característicos de desempenho do método, tais como precisão, limiares 
analíticos, especificidade e contaminação. 
 
 Um dos objectivos deste trabalho é a realização dos estudos que permitam, 
num futuro próximo, a validação interna do procedimento de ensaio de 
quantificação de ADN nuclear, efectuado através do kit Quantifiler® Human DNA 
Quantification. Pretende-se, também, avaliar a aplicação deste kit na rotina do 
SGBF e qual o impacto na realização de análises forenses posteriores.  
 Outro objectivo é a elaboração e implementação de um protocolo de trabalho 
para a quantificação de ADNmt humano por PCR em tempo real, pela tecnologia 
Taqman®. De modo a avaliar o potencial da aplicação do método estabelecido em 
estudos e casos forenses, pretende-se, também, realizar os estudos conducentes 
posteriormente a uma validação interna deste procedimento de ensaio. 
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
É importante, antes de mais, mencionar alguns aspectos a ter em 
consideração no que diz respeito à análise laboratorial de ADN, em especial 
ADNmt, nomeadamente as precauções a ter de modo a evitar contaminações que 
afectem a qualidade dos resultados. É necessário que haja uma constante atenção 
dos técnicos do Laboratório, pois a contaminação em reacções de PCR é sempre 
uma preocupação, devido à grande sensibilidade desta técnica a pequenas 
quantidades de ADN. 
Deste modo, para evitar a ocorrência deste tipo de situações, é recomendável 
que: 
 
 Seja determinado e registado o perfil genético de todas as pessoas do 
Laboratório; 
 Seja utilizado, de forma adequada, equipamento de protecção, como batas e 
luvas descartáveis esterilizadas; 
 As áreas de pré e pós-PCR se localizem em espaços separados; 
 Sejam utilizadas câmaras de fluxo laminar para a preparação de reacções de 
amplificação; 
 Todos os materiais e soluções utilizados sejam expostos à radiação ultra-
violeta; 
 Exista uma separação temporal e espacial dos circuitos da extracção e 
amplificação das amostras problema e das amostras de referência; 
 Seja realizado um controlo negativo e um branco para monitorização da 
contaminação em todas as reacções de PCR, assim como um controlo 
positivo. 
 
Todas estas medidas ajudam a uma melhor prática laboratorial, assim como, a 
uma maior confiança e segurança nos resultados obtidos (Carracedo et al., 2000; 
Butler, 2005). 
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2.1 Procedimento Experimental 
 
Este procedimento compreende três espaços de trabalho: o laboratório para 
extracção, o laboratório pré-PCR e o laboratório de PCR e pós-PCR.  
A extracção de ADN e a preparação das reacções de amplificação foram realizadas 
dentro de uma câmara de fluxo laminar, onde se realizou previamente uma 
descontaminação por radiação ultra-violeta, durante um período mínimo de 15 
minutos.  
 
O fluxograma que se segue demonstra todas as fases do procedimento 
experimental realizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1 – Fluxograma explicativo das fases do procedimento experimental. 
 
 
2.1.1 Selecção das amostras 
 
Neste trabalho foram estudadas 60 amostras de ADN genómico humano (30 
manchas de sangue e 30 zaragatoas bucais, pertencentes aos mesmos indivíduos), 
pertencentes a indivíduos de ambos os sexos e de idade variável, da casuística do 
Serviço de Genética e Biologia Forense da Delegação do Sul do Instituto Nacional 
de Medicina Legal, I.P. As amostras foram escolhidas aleatoriamente e 
convenientemente anonimizadas. 
Foram também estudadas 27 amostras de ADN genómico (manchas de 
sangue) pertencentes a 7 espécies de animais vertebrados. A tabela seguinte refere 
Amplificação/Quantificação de ADN 
Análise dos resultados 
Reacções de Amplificação  
Extracção de ADN 
Selecção das Amostras 
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as espécies estudadas, assim como o número de indivíduos estudados de cada 
espécie. 
 
Tabela 2.1 – Espécies de animais vertebrados estudadas e o número de indivíduos de cada 
espécie. 
Espécie animal N.º de indivíduos 
Cavalo 9 
Porco 8 
Cão 4 
Burro 2 
Ovelha 1 
Gato 1 
Vaca 2 
 
 
2.1.2 Extracção de ADN 
 
As extracções de ADN foram realizadas a partir de dois tipos de suporte de 
material genético, manchas de sangue e zaragatoas bucais. Apesar de ambas serem 
efectuadas pelo mesmo método, Chelex™ 100 (Bio-Rad), os protocolos de trabalho 
são ligeiramente diferentes, pelo que são descritos separadamente.   
 
 
2.1.2.1 Extracção de ADN de manchas de sangue 
 
Como já referido, a extracção de ADN de manchas de sangue foi realizada 
pelo método Chelex™ 100 da Bio-Rad. A manipulação das amostras foi efectuada 
no interior de uma câmara de fluxo laminar.  
De cada amostra, foi retirado um círculo do cartão e colocado num tubo 
eppendorf e a cada tubo foi adicionado 1 ml de água Milli-Q. Incubaram-se os tubos 
à temperatura ambiente, durante cerca de 15 minutos e, em seguida, agitaram-se 
os tubos manualmente. Colocaram-se numa centrifugadora, a 14000 rpm, durante 
3 minutos e retirou-se 980 µl do sobrenadante.  
Adicionaram-se 180 µl de chelex a 5% e colocaram-se os tubos em banho-
maria a 56ºC, durante 15 minutos. Posteriormente, agitaram-se os tubos no vortex, 
a alta velocidade, e colocaram-se num banho de água fervente, durante 8 minutos. 
Agitaram-se os tubos novamente no vortex e centrifugaram-se, a 14000 rpm, 
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durante 3 minutos. Por fim, armazenaram-se as amostras extraídas no congelador, 
a uma temperatura de -20ºC. 
 
2.1.2.2 Extracção de ADN de zaragatoas bucais 
 
A extracção de ADN de zaragatoas bucais, pelo método Chelex™ 100 da Bio-
Rad, foi efectuada no interior de uma câmara de fluxo laminar. 
De cada zaragatoa bucal foi cortada uma ponta, correspondente a meia 
zaragatoa e essa mesma ponta foi colocada num tubo eppendorf. Foi adicionado 1 
ml de água Milli-Q a cada tubo e agitaram-se cuidadosamente. Incubaram-se os 
tubos à temperatura ambiente, durante 30 minutos e, em seguida, agitaram-se os 
tubos no vortex, durante 5 a 10 segundos. Colocaram-se numa centrifugadora, a 
1200 rpm, durante 3 minutos, e retirou-se 970 µl do sobrenadante. 
Adicionaram-se 170 µl de chelex a 5% e colocaram-se os tubos em banho-
maria a 56ºC, durante 30 minutos. Posteriormente, agitaram-se os tubos no vortex, 
durante 5 a 10 segundos, e colocaram-se num banho de água fervente, durante 8 
minutos. Agitaram-se os tubos novamente no vortex e centrifugaram-se, a 14000 
rpm, durante 3 minutos. Armazenaram-se as extracções no congelador, a uma 
temperatura de -20ºC.     
 
 
2.1.3 Metodologia da quantificação de ADN nuclear 
 
A quantificação de ADN nuclear humano foi realizada pelo kit Quantifiler™ 
Human DNA Quantification, de acordo com as indicações do fabricante, 
especificadas no manual de utilização (Applied Biossytems, 2006). Todo o 
procedimento foi efectuado dentro de uma câmara de fluxo laminar, na sala de pré-
PCR.  
Para a obtenção de uma curva padrão, foram preparadas oito diluições 
seriadas, a partir de uma solução stock de 200ng/µl, com as seguintes 
concentrações: 50; 16,7; 5,56; 1,85; 0,62; 0,21; 0,068 e 0,023ng/µl. Estas diluições 
foram efectuadas em tampão T10E0.1, de acordo com as tabelas 2.2 e 2.3   
 
 
 
QUANTIFICAÇÃO DE ADN NUCLEAR E ADN MITOCONDRIAL POR PCR EM TEMPO REAL  
Materiais e Métodos 
 
 
40 
 
 
Tabela 2.2 – Constituição da solução do tampão T10E0.1. 
Tampão T10E0.1 
10 mM Tris-HCl pH8 
0,1 mM Na2 EDTA 
20µg/mL glicogénio 
 
 
Tabela 2.3 – Preparação das diluições seriadas, a partir de uma solução stock de 200ng/µl e 
de tampão T10E0.1. 
 STD 1 
50,0 
ng/µl 
STD 2 
16,70 
ng/µl 
STD 3 
5,560 
ng/µl 
STD 4 
1,850 
ng/µl 
STD 5 
0,620 
ng/µl 
STD 6 
0,210 
ng/µl 
STD 7 
0,068 
ng/µl 
STD 8 
0,023 
ng/µl 
Quantidade 
ADN 
10µl Sol. 
stock de 
(200ng/µl) 
10µl 
STD1 
10µl 
STD2 
10µl 
STD3 
10µl 
STD4 
10µl 
STD5 
10µl 
STD6 
10µl 
STD7 
Quantidade 
Tampão 30µl 20µl 20µl 20µl 20µl 20µl 20µl 20µl 
 
 
Em seguida, prepararam-se as reacções de amplificação em câmara de fluxo 
laminar. O volume final das reacções foi de 25µl, sendo a proporção dos reagentes 
utilizados para cada amostra, a descrita na tabela 2.4. 
 
 
Tabela 2.4 – Preparação das reacções de amplificação. 
Reagentes Volume 
PCR Reaction Mix 12,5 µl 
Primer Mix 10,5 µl 
Volume final mix 23 µl 
ADN 2 µl 
Volume final reacção 25 µl 
 
Em cada poço de uma placa de 96 poços foram dispensados 23µl da mistura 
de reacção e 2µl de cada amostra a estudar ou de cada diluição padrão, preparada 
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previamente. As oito diluições padrão foram estudadas em triplicado, para a 
obtenção da curva padrão mais correcta. O controlo positivo foi feito pela adição de 
2µl de uma solução de ADN padrão de 0,1ng/µl e o branco pela adição de 2µl de 
água Mili-Q, em substituição do volume de ADN. 
Após a adição dos componentes de todas as reacções, a placa foi 
transportada para a sala de PCR e, coberta com um plástico transparente Optical 
Adhesive Cover (Applied Biosystems) com a ajuda de um aplicador de plástico e 
coberta novamente com uma almofada de compressão em esponja.  
A placa foi introduzida num aparelho ABI Prism® 7000 Sequence Detection 
System (Applied Biosystems) e a reacção de amplificação processou-se segundo as 
seguintes condições: 
 
95ºC 95ºC 60ºC 
10 minutos 15 segundos 1 minuto 
 40 ciclos 
 
Após a reacção estar concluída, a análise dos dados foi realizada pelo 
software ABI Prism® 7000 Sequence Detections System. Este software gera as 
curvas padrão de cada experiência e calcula a quantidade de ADN presente em 
cada amostra desconhecida. As curvas padrão com coeficiente de correlação abaixo 
dos 0,95 eram rejeitadas. Ocasionalmente, um ou dois pontos foram removidos se 
uma diluição de ADN particular se desviava significativamente da curva padrão, 
obtida pelos restantes dados. 
 
 
2.1.4 Metodologia de quantificação de ADN mitocondrial 
 
Após o estudo da literatura existente, até ao momento, no campo da 
quantificação de ADN mitocondrial por PCR em tempo real, decidiu-se 
implementar o método descrito por Alonso e colaboradores, em 2004, de 
amplificação de sequências da região controlo, usando tecnologia Taqman®. Os 
primers utilizados neste trabalho, por sua vez, encontram-se descritos em estudos 
anteriores (Wilson et al., 1995a; Stone e Stoneking, 1998). Apesar desta 
metodologia apresentar dois sistemas de detecção, pela amplificação de dois 
fragmentos de diferentes tamanhos (113 e 287pb), neste estudo apenas se irá 
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amplificar o fragmento de 113pb, detectado por uma sonda marcada com o 
fluorocromo VIC. 
 
Foram utilizados dois primers para a amplificação de um segmento de 113pb 
da região HVI do ADN mitocondrial (Applied Biosystems): L15997 (A1F) e H16071 
(A1R). 
 
As sequências nucleotídicas dos primers utilizados são as seguintes: 
 
L15997 (A1F):  5’ - CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT – 3’ 
H16071 (A1R): 5’ - ACA TAG CGG TTG TTG ATG GG – 3’  
 
É também utilizada uma sonda, marcada com uma molécula fluorescente 
VIC e um quencher não fluorescente (sonda Minor Groove Binder - MGB) (Applied 
Biosystems). A sequência nucleotídica da sonda é a seguinte: 
 
VIC – 5’ - GAA GCA GAT TTG GGT AC – 3’- MGB 
 
Quer, os componentes e as concentrações utilizadas na mistura de reacção 
de amplificação, quer as condições de amplificação da PCR em tempo real, foram, 
também, as descritas por Alonso e colaboradores (2004). 
 
 
2.1.4.1 Soluções padrão 
 
Devido à impossibilidade de obter amostras padrão com concentrações 
conhecidas de ADN mitocondrial, optou-se por realizar os ensaios tendo como 
padrão uma amostra de ADN genómico, com concentração conhecida de 200ng/µl 
(linha celular Raji). 
Tendo conhecimento que uma cópia do genoma nuclear pesa 3,08pg, que o 
genoma mitocondrial contém 16569pb e que cada par de bases pesa 618g/mol 
(Butler, 2005), rapidamente se obtém o peso de um genoma mitocondrial: 
 
1 cópia de genoma mitocondrial =
16569  pb  ×618
g
mol
/pb
6,02 ×1023 mol éculas
  = 1,7 x 10-2 fg 
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Como, cada célula possui duas cópias de genoma nuclear (6,16pg), ir-se-á 
considerar que terá, também, 1000 cópias do genoma mitocondrial (1,7fg = 
0,017pg). Resumindo, o ADN mitocondrial é cerca de 0,28% do genoma nuclear, 
corroborando Butler (2005).  
Assim, ao longo de todo o trabalho, e de modo a uniformizar todos os cálculos 
efectuados, considerar-se-á que, em presença de 6,16pg de ADN nuclear (uma 
célula), o peso de ADN mitocondrial, correspondente a 1000 cópias, é de 0,017pg. 
 
Para a obtenção de uma curva padrão, a partir de uma solução stock de 
200ng/µl de ADN genómico, foram preparadas oito diluições seriadas, com as 
seguintes concentrações: 10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 e 0,001 ng/µl. A cada 
concentração de ADN genómico das diluições corresponde um número de cópias de 
ADN mitocondrial, como demonstra a tabela 2.5. Estas diluições foram efectuadas 
com água Milli-Q, de acordo com a tabela 2.6. 
 
Tabela 2.5 – Preparação das diluições seriadas para obtenção de soluções padrão. 
* - Solução stock de ADN genómico, com concentração de 200ng/µl. 
 
 
STD 1 STD 2 STD 3  STD 4  STD 5  STD 6  STD 7  STD 8  
Quantidade ADN 
2µl Sol. stock  
(200ng/µl)* 
20µl 
STD1 
8µl 
STD2 
20µl 
STD3 
8µl 
STD4 
20µl 
STD5 
8µl 
STD6 
4µl 
STD7 
Quantidade 
Água Milli-Q 38µl 20µl 32µl 20µl 32µl 20µl 32µl 36µl 
 
 
Tabela 2.6 – Cálculo das concentrações e número de cópias do genoma mitocondrial das 
diluições seriadas da solução padrão de ADN. 
 
STD 1 STD 2  STD 3  STD 4  STD 5  STD6  STD 7  STD 8  
Concentração 
ADN genómico 
10 
ng/µl 
5  
ng/µl 
1  
ng/µl 
0,5 
ng/µl 
0,1 
ng/µl 
0,05 
ng/µl 
0,01 
ng/µl 
0,001 
ng/µl 
Concentração 
ADN mitocondrial 
28 
pg/µl 
14 
pg/µl 
2,8 
pg/µl 
1,4 
pg/µl 
0,28 
pg/µl 
0,14 
pg/µl 
0,028 
pg/µl 
0,0028 
pg/µl 
Número de cópias 
de ADN 
mitocondrial 
1647059 823529 164706 82353 16471 8235 1647 165 
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2.1.4.2 Reacções de amplificação  
 
Prepararam-se as reacções de amplificação em câmara de fluxo laminar, 
numa sala de pré-PCR. Dois volumes de reacção foram utilizados neste estudo. 
Utilizou-se, em primeiro lugar, o volume de 25 µl, aconselhado pelo manual da 
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, 2002). Numa segunda 
fase, utilizou-se o volume reduzido de 12,5µl. Na tabela 2.7, estão indicados as 
proporções dos reagentes utilizados para cada amostra, em cada volume final de 
reacção de amplificação. 
 
 
Tabela 2.7- Preparação das reacções de amplificação. 
Reagentes (concentração) Volume Volume 
Taqman Universal Master Mix (1x) 12,5 µl 6,25 µl 
Primer A1F (100nM) 1,25 µl 0,625 µl 
Primer A1R (100nM) 1,25 µl 0,625 µl 
Sonda MGB (200nM) 2 µl 1 µl 
BSA (50ng/µl) 0,125 µl 0,0625 µl 
Água Milli-Q  5,875 µl 2,9375 µl 
Volume final mix 23 µl 11,5 µl 
ADN 2 µl 1 µl 
Volume final reacção 25 µl 12,5 µl 
 
 
Em cada poço de uma placa de 96 poços foram dispensados o volume da 
mistura de reacção e o volume de cada amostra a estudar ou de cada diluição 
padrão, preparada previamente. As oito diluições foram estudadas em triplicado, 
para a obtenção da curva padrão mais correcta. No controlo positivo, o ADN 
consistia numa solução de padrão 0,1ng/µl de ADN genómico, ou seja 16471 cópias 
de genoma mitocondrial, e no branco, o ADN foi substituído por água Mili-Q, em 
igual volume. 
Após a adição de todos os componentes, a placa foi transportada para a sala 
de PCR, coberta com um plástico transparente Optical Adhesive Cover (Applied 
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Biosystems) com a ajuda de um aplicador de plástico, sendo recoberta com uma 
almofada de compressão em esponja. 
Num aparelho ABI Prism® 7000 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems), a reacção de amplificação processou-se segundo as seguintes 
condições: 
 
50ºC 95ºC 95ºC 60ºC 
2 minutos 10 minutos 15 segundos 1 minuto 
  45 ciclos 
 
 
Após a reacção estar concluída, a análise dos dados foi realizada pelo 
software específico ABI Prism® 7000 Sequence Detections System, que gera as 
curvas padrão de cada experiência e calcula a quantidade de ADN presente em 
cada amostra. Nas curvas padrão, com coeficiente de correlação abaixo dos 0,95, 
foram rejeitados e removidos os pontos em que a diluição de ADN se desviava 
significativamente da curva padrão. 
 
 
2.2 Validação de Procedimentos de Ensaio 
 
No Serviço de Genética e Biologia Forense (SGBF), a validação interna de 
todos os procedimentos de ensaio é realizada de acordo com as orientações 
designadas no Procedimento Geral de Validação de Procedimentos de Ensaios 
estabelecido pelo próprio Serviço (SGBF, 2009), documento interno, ainda em 
preparação.  
Neste trabalho, deu-se inicio à validação de dois procedimentos de ensaio, o 
procedimento de ensaio para quantificação de ADN nuclear pelo kit Quantifiler™ 
Human DNA Quantification e procedimento de ensaio para quantificação de ADN 
mitocondrial, implementado neste estudo. Para ambos, as amostras estudadas 
foram as mesmas, assim como os parâmetros analisados para a validação dos 
ensaios tendo sido os seguintes: precisão, limiares analíticos, especificidade e 
contaminação. 
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A avaliação da precisão foi efectuada através da medição dos valores de CT. 
Foram preparadas três placas iguais e cada experiência foi realizada num dia 
diferente. Para cada placa, foi preparada uma série de oito diluições de ADN 
padrão, tal como descrito anteriormente para cada um dos métodos, e cada diluição 
foi estudada em duplicado na mesma reacção. No conjunto de três reacções 
independentes obtiveram-se 6 valores de CT para cada diluição. Os valores de CT 
foram registados e as médias e desvios padrão calculados para cada uma das oito 
diluições. 
 
A partir de duas amostras de ADN humano com concentração conhecida, 
linhas celulares 9947A (Promega) e Raji (Applied Biosystems), com concentrações 
de 10ng/µl e de 200ng/µl, respectivamente, foram preparadas duas séries de oito 
diluições, tendo em conta as concentrações dadas pelos fornecedores comerciais 
dessas amostras. As concentrações variaram de 20ng/µl a 0,016ng/µl (16pg/µl) para 
o ADN nuclear, e 1,6x106 cópias a 165 cópias, para o ADNmt. Os resultados em que 
o CT apresentava um valor menor de 45 foram considerados positivos.  
 
A especificidade do método foi avaliada através do estudo de 27 indivíduos 
de 7 espécies de animais vertebrados diferentes, tal como foi referido 
anteriormente, pela tabela 2.1, e, pelo estudo de amostras de ADN humano de 24 
indivíduos, pertencentes à casuística do Laboratório.  
Foram estudadas espécies de mamíferos domésticos comuns, como cavalo, 
porco, cão, gato, ovelha, vaca e burro. A quantificação de ADN das extracções das 
amostras em mancha de sangue dos animais não foi realizada, através de outra 
metodologia que não esta. 
 
A contaminação foi avaliada através do estudo de misturas preparadas a 
partir de uma extracção de ADN de uma amostra pertencente a um cão e de 8 
amostras de ADN humano. Assim, três misturas foram efectuadas para cada 
amostra de ADN humano, nas proporções 1:9, 1:1 e 9:1 (cão:humano), dando um 
total de 24 misturas estudadas. 
A escolha da espécie envolvida neste estudo deve-se ao facto do cão ser um 
animal doméstico muito comum e existir uma maior probabilidade, relativamente a 
outras espécies, de ADN desta espécie poder surgir em cenas de crime. 
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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Foram realizados os estudos para permitir a validação interna de dois 
procedimento de ensaio - o procedimento de ensaio para quantificação de ADN 
nuclear pelo kit Quantifiler™ Human DNA Quantification e procedimento de 
ensaio para quantificação de ADN mitocondrial.  
Também para avaliar a aplicação do kit Quantifiler™ Human na rotina do 
Laboratório e o impacto que poderá ter na metodologia de ADN a seguir, foi feita a 
quantificação de ADN nuclear de algumas amostras de rotina, para assegurar uma 
análise mais precisa e correcta.  
 
Outro objectivo deste trabalho foi a implementação de um protocolo de 
trabalho de quantificação de ADNmt humano por PCR em tempo real, no 
Laboratório do SGBF. De modo a avaliar o potencial da aplicação do método 
estabelecido em estudos e casos forenses, realizaram-se, também, os estudos 
conducentes à validação interna deste procedimento de ensaio.  
 
 
3.1 Validação da Quantificação de ADN Nuclear 
 
A validação interna de todos os procedimentos de ensaio é realizada de 
acordo com as orientações designadas no Procedimento Geral de Validação de 
Procedimentos de Ensaios, estabelecido pelo SBGF e desenvolvidos para a 
validação de procedimentos de ensaio direccionados para a obtenção de perfis 
genéticos de STRs, utilizando AmpFℓSTR® Identifiler® PCR Amplification 
(Applied Biosystems) e o Powerplex™ 16 (Promega). Uma vez que alguns 
parâmetros indicados para o exercício de validação não se adequam ao método de 
quantificação a validar, não foi possível seguir todos os passos e termos indicados. 
Por esta razão, neste estudo, houve sempre uma tentativa de conjugar os passos 
determinados no Procedimento Geral de Validação e as características do kit 
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Quantifiler® Human. Alguns critérios não são aplicáveis ao ensaio de quantificação 
de ADN e por esse motivo não foram testados. Outros acabaram por sofrer algumas 
alterações, de modo a serem compatíveis com a finalidade do kit e a aplicação deste, 
sendo que os parâmetros estudados para a validação dos ensaios foram os 
seguintes: precisão, limiares analíticos, especificidade e contaminação. 
 
 
3.1.1 Precisão 
 
A avaliação da precisão do procedimento de ensaio do kit Quantifiler® 
Human foi efectuada através da medição dos valores de CT das reacções de 
amplificação, uma vez que é este parâmetro que permite a obtenção dos resultados 
quantitativos da amostra.  
A precisão do método foi estudada através da realização de uma reacção, 
repetida em três dias diferentes. Para cada reacção foi preparado uma série de oito 
diluições de ADN standard, componente do kit, variando as concentrações entre 50 
e 0,023ng/µl (23pg/µl), sendo cada diluição quantificada em duplicado.   
Os valores de CT foram registados e as médias e desvios padrão calculados 
para cada uma das oito diluições (anexo 6.1a). Os resultados do ensaio de precisão 
estão indicados nas figuras 3.1 e 3.2 e na tabela 3.1. 
 
 
10
15
20
25
30
35
50 16,7 5,56 1,85 0,62 0,21 0,068 0,023
C
T
Concentração de DNA (ng/μL)
Figura 3.1 - Valores dos CT de cada diluição do ADN standard e respectivas médias. 
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Figura 3.2 – Média dos valores de CT em função das concentrações das oito diluições, 
correspondentes às três reacções realizadas em três dias diferentes. 
 
 
Os valores de CT variam consoante a concentração da amostra, sendo o valor 
maior à medida que a concentração da amostra diminui. Para a diluição com a 
concentração mais elevada, 50ng/µl, os valores encontram-se entre 22 e 23 e entre 
os 31 e 33, para a concentração mais baixa, 23pg/µl. A média dos desvios-padrão 
dos 6 valores de CT calculados para cada uma das 8 diluições seriadas, foi de 0,45, 
denotando-se uma variabilidade crescente com a diminuição da concentração de 
ADN (figura 3.1 e tabela 3.1), que é explicada pelos efeitos estocásticos das 
amostras com uma quantidade muito pequena de ADN nuclear. Esta é uma 
y = -2,8179x + 27,961
R² = 0,997
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Tabela 3.1 - Valores das médias dos CT de cada diluição do ADN padrão e as respectivas 
médias dos desvios-padrão. 
* Diluições seriadas do ADN standard (ADN genómico humano). 
** Para cada concentração, foram realizadas 3 reacções diferentes em duplicado.   
 
Concentração  
(ng/µl)* 
Média  
CT 
Desvio 
 Padrão 
 
N** 
50 22,94 0,40 6 
16,7 24,51 0,30 6 
5,56 25,89 0,35 6 
1,85 27,36 0,30 6 
0,62 28,82 0,41 6 
0,21 29,96 0,52 6 
0,068 31,22 0,56 6 
0,023 32,32 0,76 6 
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consequência inevitável, ligada aos princípios da estatística e da probabilidade, e 
não um efeito relativo ao kit Quantifiler® Human. A curva padrão obtida pelas 
médias dos valores de CT demonstra uma relação, já esperada, inversamente 
proporcional à concentração de ADN nuclear da amostra, sendo observado um 
coeficiente de correlação maior que 0,99 (figura 3.2).  
Este estudo indicou que, mesmo em diferentes dias, existe uma consistência 
e estabilidade dos valores do parâmetro crítico CT, o que demonstra a grande 
precisão e reprodutibilidade de resultados deste método. 
 
 
3.1.2 Limiares analíticos  
 
Para o estudo deste parâmetro, foram realizadas várias experiências para 
determinar o intervalo de concentrações de ADN nuclear humano dentro do qual se 
obtém uma detecção positiva e uma quantificação precisa através do kit 
Quantifiler® Human.  
A partir de duas amostras de ADN humano (linha celular 9947A e Raji), 
com concentração conhecida, com concentrações de 10ng/µl e de 200ng/µl, 
respectivamente, foram preparadas duas séries de oito diluições, tendo em conta as 
concentrações dadas pelos fornecedores comerciais dessas amostras. As 
concentrações variaram de 20ng/µl a 0,023ng/µl (23pg/µl) no caso de ADN Raji e de 
10ng/µl a 0,016ng/µl (16pg/µl) para o ADN 9947A (anexos 6.1b). 
 
Como se pode observar na figura 3.3, para todas as diluições de cada 
amostra padrão obtém-se uma quantificação positiva e existe uma relação linear, 
numa escala logaritmica, entre os valores de CT e as concentrações das diluições, 
como já esperado (figura 3.3). Todas as diluições, incluindo a amostra de 
concentração mais baixa, apresentaram resultados positivos. Para cada série de 
diluições obtém-se uma curva padrão (coeficiente de correlação maior que 0,99), o 
que indica a validade dos resultados (anexos 6.1b). 
 
Os resultados indiciam uma perspectiva útil para a sensibilidade de 
detecção deste método, uma vez que detecta e quantifica amostras de ADN humano 
com concentrações muito baixas. A menor concentração estudada, 16pg/µl ou 32pg 
por reacção, contém apenas, aproximadamente, 10 cópias do locus hTERT (Butler, 
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2005). Estudos anteriores, realizados com este mesmo kit, demonstraram a 
capacidade para detecção de quantidades inferiores a esta, obtendo-se resultados 
positivos em amostras com 6pg por reacção (Green et al., 2005). Foram omitidas 
deste estudo amostras com um limiar muito baixo de ADN, uma vez que as 
incertezas estatísticas complicam a interpretação dos resultados obtidos e pouco 
acrescentam ao objectivo do estudo.  
 
 
 
Figura 3.3 – Gráfico de amplificação relativo a uma série de oito diluições da amostra de 
ADN 9947A. As concentrações das amostras variam entre 10ng/µl e 16pg/µl.  
 
 
 
Figura 3.4 - Estudo dos limiares analíticos do kit Quantifiler® Human. Duas séries de oito 
diluições foram preparadas a partir de duas amostras standard de ADN com concentrações 
desde 20ng/µl a 16pg/µl.  
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A extrema sensibilidade deste ensaio pode gerar falta de confiança nos 
resultados positivos muito baixos (ou seja, aqueles em que as concentrações de 
ADN são extremamente baixas e que apresentam elevados valores de CT) que, 
tanto podem reflectir a presença real de ADN humano, como também, reflectir 
resultados positivos falsos, em que não existe presença de ADN humano. Os 
resultados de amostras dúbias poderão ser confirmados com uma nova reacção de 
qPCR aumentando o número de ciclos térmicos e analisando a amplificação do IPC. 
No caso de não ocorrer detecção de ADN humano ao fim de 50 ciclos, mas ocorrer 
uma amplificação normal do IPC, pode-se inferir a ausência total de ADN nessa 
amostra. Este facto reforça o nível de confiança para que qualquer resultado de 
ensaio positivo seja interpretado como válido.   
 
 
3.1.3 Especificidade 
 
Entende-se por especificidade, a capacidade de amplificar e quantificar 
inequivocamente, ADN da espécie que se pretende analisar, neste caso a espécie 
humana. Para o estudo deste parâmetro foram analisadas 24 amostras de ADN 
humano (pertencentes à casuística do Laboratório) e 27 amostras de ADN de 7 
espécies de vertebrados diferentes (não incluindo primatas superiores), sendo que, 
para algumas espécies foram estudados vários indivíduos. 
Obteve-se uma curva padrão aceitável, com coeficiente superior a 0,99 
(anexos 6.1c). Todas as amostras de ADN humano foram quantificadas, 
apresentando resultados positivos esperados (figura 3.5). No entanto, não foi 
detectado ADN nas amostras das várias espécies de vertebrados testadas, embora 
se verifique a formação de uma curva de crescimento de ADN. Porém, os valores 
ultrapassam o limite analítico, a baseline determinado pelo software, pelo que o 
valor de CT nestas amostras é indeterminado (figura 3.6).  
Infelizmente, não houve a possibilidade de estudar amostras pertencentes a 
espécies de primatas superiores. Porém, estudos anteriores demonstram que o kit 
Quantifiler® Human permite a amplificação e quantificação de ADN de primatas 
superiores (como chimpanzé, gorila e orangotango), com uma eficiência semelhante 
à dos humanos (Green et al., 2005).  
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Figura 3.5 – Gráfico de amplificação das amostras de ADN humano estudadas. 
 
 
 
Figura 3.6 – Gráfico de amplificação das amostras de ADN de espécies vertebradas 
estudadas e das 8 diluições seriadas padrão.  
 
 
3.1.4 Contaminação 
 
Entende-se por contaminação, a existência de ADN estranho na amostra a 
analisar. Neste estudo é necessária uma interpretação diferente da dos ensaios de 
obtenção de perfis genéticos de STRs, uma vez que esta se foca no propósito de 
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determinar os perfis genéticos dos contribuidores numa mistura. O kit Quantifiler® 
Human não consegue determinar perfis individuais, nem detectar ADN de um 
único indivíduo numa amostra em que haja mistura de ADN de duas ou mais 
pessoas, havendo nestes casos apenas uma quantificação do ADN total presente na 
mistura. 
Para estudar este parâmetro, recorreu-se a uma amostra de ADN de cão e a 
8 amostras de ADN humano da casuística do Laboratório, tendo sido preparadas 
três misturas, nas proporções de 1:9, 1:1 e 9:1 (cão:humano).   
Os resultados demonstram que a presença e o aumento da quantidade de 
ADN estranho não tiveram qualquer efeito no desempenho do kit, havendo sempre 
detecção e quantificação do ADN humano (figura 3.7; anexos 6.1d). Para todas as 
amostras estudadas, existe uma diminuição da concentração de ADN humano à 
medida que se adiciona mais ADN estranho à reacção, o que é consistente com a 
quantidade, cada vez menor, de ADN humano adicionado nas misturas. 
 
 
 
Figura 3.7 - Quantificação de 8 amostras diferentes ADN humano, a partir de misturas em 
proporções diferentes, 9:1, 1:1 e 1:9 de ADN humano e ADN estranho (cão).  
 
 
3.2 Aplicações da Quantificação de ADN Nuclear 
 
Para avaliar a aplicação deste kit na rotina do Laboratório e o impacto que 
poderá provocar na continuação do estudo das amostras, foi feita a quantificação de 
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ADN nuclear de algumas amostras de rotina, para assegurar uma análise mais 
precisa e correcta.  
De todos os suportes de material genético que podem surgir num laboratório 
forense, os mais comuns são amostras em mancha de sangue e zaragatoas bucais. 
Durante uma colheita para amostras de referência, é usualmente recolhido uma 
amostra em mancha de sangue e uma zaragatoa bucal de cada indivíduo. Para que 
exista um controlo de qualidade, a extracção de cada um dos dois tipos de vestígios 
é realizada por dois técnicos diferentes, como é feita, também, a amplificação por 
dois kits de obtenção de perfis genéticos de STRs diferentes. 
A extracção das amostras de manchas de sangue e de zaragatoas bucais são 
realizadas com Chelex® 100. Ambos os métodos de extracção estão optimizados, de 
modo que a concentração de ADN obtida no final da extracção esteja compreendida 
no intervalo de concentrações óptimas dos kits usados para a amplificação 
multiplex de loci de STRs.  
Com o objectivo de estudar as concentrações de ADN nuclear obtidas nas 
extracções de amostras de manchas de sangue e de zaragatoas bucais foram 
estudadas 60 amostras (30 manchas de sangue e 30 zaragatoas bucais) 
pertencentes à casuística do Laboratório do SGBF.  
Todas as amostras foram quantificadas e em todas houve uma detecção e 
quantificação positivas (figura 3.8; anexos 6.2a e 6.2.b). A curva padrão foi obtida 
através dos valores médios de CT de duas experiências independentes (anexos 6.2a 
e 6.2b). Como se pode observar na figura 3.9, a curva padrão apresenta um 
coeficiente de correlação de 0,9968, indicando a reprodutibilidade do ensaio.  
 
 
Figura 3.8- Gráfico de amplificação de algumas amostras estudadas, em que se pode 
verificar também a amplificação referente ao IPC.  
IPC 
Amostras 
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Figura 3.9 - Curva padrão obtida através de valores de CT médios de duas experiências 
independentes. 
  
 
Em média, as extracções de manchas de sangue apresentam uma 
concentração de ADN nuclear de 0,26ng/µl (figura 3.10). Este valor é inferior ao 
obtido nas concentrações das extracções feitas a partir de zaragatoas bucais, cujo 
valor médio é de 0,43 ng/µl (figura 3.11). Sobrepondo os dois gráficos observa-se, 
claramente, que a maioria das extracções de ADN nuclear de zaragatoas bucais 
apresenta uma quantidade superior de ADN nuclear em relação às amostras de 
manchas de sangue (figura 3.12).  
 
 
 
Figura 3.10 – Concentrações de ADN nuclear de 30 extracções de ADN de amostras de 
manchas de sangue e o seu valor médio.  
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Figura 3.11 – Concentrações de ADN nuclear de 30 extracções de ADN de amostras de 
zaragatoas bucais e o seu valor médio. 
 
 
 
Figura 3.12 – Concentrações de ADN nuclear de extracções de amostras de manchas de 
sangue e de zaragatoas bucais. 
 
 
Deve-se ter em conta o modo de extracção em cada suporte. Nas manchas de 
sangue, é utilizado para a extracção, um círculo do cartão onde se encontra a 
mancha (um punch) com 2,8mm de diâmetro, sendo o volume final de cerca de 
200µl. Já para a extracção das zaragatoas bucais, estas são cortadas ao meio e o 
volume final é, também, de 200µl. Estes volumes finais estão optimizados para que 
a concentração final das extracções esteja dentro dos intervalos recomendados de 
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quantidade de ADN a adicionar nas reacções de amplificação dos dois kits mais 
utilizados para a obtenção de perfis genéticos, AmpFℓSTR® Identifiler® PCR 
Amplification e Powerplex™ 16, cujo intervalo óptimo de ADN nuclear é de, 
respectivamente, de 0,5 a 1,25ng e de 0,5 a 1 ng, para um volume final de 25µl de 
reacção de amplificação. Porém, quando o volume final da reacção é de 12,5µl, 
protocolo seguido pelo SGBF, a quantidade de ADN recomendada diminui, tendo 
um intervalo recomendado de 0,25 a 0,625ng.  
A quantidade de ADN total, em cada reacção de amplificação, está 
relacionada com a quantidade adicionada (em µl) da extracção de ADN. Uma vez 
que se adiciona 1,5µl à reacção de amplificação, pode-se afirmar que as 
concentrações das extracções de ADN estão dentro do intervalo de quantidade 
recomendada, com médias de 0,26 e 0,0,43ng/µl, respectivamente, para manchas de 
sangue e zaragatoa. Estas concentrações estão optimizadas para as metodologias 
de STRs, diminuindo, assim, a hipótese de repetição da extracção. A quantificação 
de ADN nuclear é sempre um procedimento recomendado e deve ser efectuado, 
previamente, a qualquer análise de ADN. 
 
 
3.3 Implementação da Metodologia de Quantificação de ADN 
Mitocondrial 
 
Outro objectivo deste trabalho, prende-se com a implementação de um 
protocolo de quantificação de ADNmt humano por PCR em tempo real, no 
Laboratório do SGBF (anexo 6.6).  
Para tal, foi utilizado um ensaio, já descrito anteriormente (Alonso et al., 
2004), que permite a quantificação do genoma mitocondrial, tendo como ADN alvo 
uma sequência da região HVI, com 113 pb. Para a amplificação foram utilizados 2 
primers, L15997 (A1F) e H16071 (A1R), e, uma sonda marcada com a molécula 
fluorescente repórter VIC®. A mistura de reacção, Taqman Universal PCR Master, 
está optimizada para reacções Taqman, e contém polimerase de ADN AmpliTaq 
Gold, dNTPs com dUTP, AmpErase® uracil-N-glycosylase e um tampão (Applied 
Biosystems, 2002). Foi também incluído, na reacção de amplificação, albumina de 
soro de bovino (BSA), para prevenir a acção de inibidores presentes em algumas 
amostras, que possam a eficiência da PCR (Alonso et al., 2004). 
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O primeiro objectivo, relativamente à implementação da metodologia, foi a 
redução do volume final da reacção de PCR. O uso de um volume final menor tem 
algumas utilidades práticas, como aumentar o número efectivo de reacções por kit, 
reduzindo, assim, o custo por teste e o consumo da amostra.  
Para optimizar e avaliar o desempenho do método numa escala reduzida do 
volume final da reacção, realizaram-se 5 diluições seriadas de uma amostra stock 
padrão, de 1,6x105 cópias a 16 cópias de ADNmt (anexo 6.3). A figura 3.13 
representa a comparação das curvas padrão obtidas com diferentes volumes, 25 e 
12,5µl. A curva padrão obtida no ensaio em que o volume final das reacções foi de 
12,5µl apresenta um coeficiente de correlação superior, como também apresenta um 
declive da recta inferior, de -3,05. Em termos teóricos, uma PCR com uma eficiência 
de amplificação de 100%, apresentará uma curva padrão com declive de -3,33, e R2 
de 1 (Westring et al., 2007). 
 
 
Figura 3.13 – Curvas padrão de duas experiências independentes, de 5 diluições de 
ADNmt seriadas, em que o volume final de reacção de amplificação foi de 25µl e de 12,5µl.  
 
Em teoria, enquanto as concentrações dos reagentes forem constantes, é 
possível reduzir as reacções de amplificação a poucos microlitros, o que é vantajoso 
em muitos aspectos, como referenciado anteriormente. Com este estudo, verificou-
se que, com um volume final de 12,5µl, a curva padrão obtida, apesar de apresentar 
um coeficiente de correlação superior, indica, também, uma PCR com uma maior 
eficiência de amplificação, relativamente aos dados obtidos a partir de uma reacção 
com volume final de 25µl.  
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Embora não existisse um modelo a seguir, nem estivessem estabelecidos os 
parâmetros para a obtenção de uma curva padrão, de uma forma correcta, este 
estudo demonstrou que o melhor volume final de reacção de amplificação, para 
realizar os ensaios seguintes, seria de 12,5µl. 
 
 
3.4 Validação da quantificação de ADN mitocondrial 
 
De modo a avaliar o potencial da aplicação do método de quantificação de 
ADNmt, em estudos e casos forenses, realizaram-se, também, ensaios para 
validação interna deste procedimento, de acordo com as orientações designadas no 
Procedimento Geral de Validação de Procedimentos de Ensaios (SGBF, 2009), e de 
igual modo ao realizado para a quantificação de ADN nuclear.  
Uma vez que este método apresenta características semelhantes ao kit 
Quantifiler® Human, os mesmos problemas se impuseram e da mesma forma foram 
resolvidos. Os parâmetros e os critérios para a validação dos dois procedimentos de 
ensaios foram idênticos: precisão, limiares analíticos, especificidade e 
contaminação. 
 
3.4.1 Precisão 
 
A avaliação da precisão desta metodologia foi efectuada através da medição 
dos valores de CT das reacções de amplificação, uma vez que este é um parâmetro 
crítico para a quantificação. 
A precisão foi estudada através da preparação de 3 reacções exactamente 
iguais, realizadas em três dias diferentes. Para cada reacção foi preparada uma 
série de oito diluições de uma solução de ADN padrão, variando o número de 
cópias/µl entre as 1,6x106 e 1,6x102 cópias/µl. Nas três reacções, cada diluição foi 
quantificada em duplicado (anexo 6.4a).  
Os valores de CT foram registados e as médias e desvios padrão calculados 
para cada uma das oito diluições. Os resultados estão indicados nas figuras 3.14 e 
3.15 e na tabela 3.2. 
Os valores de CT variam consoante a concentração da amostra. Em amostras 
mais concentradas, ou seja, com um maior número de cópias de ADNmt, os valores 
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de CT são menores (figura 3.14). Para a diluição com concentração mais elevada, 
1,6x106 cópias, os valores de CT encontram-se entre 15 e 16, e entre 29 e 31 para a 
diluição de menor concentração, 165 cópias de ADNmt (tabela 3.2). A média dos 
desvios-padrão dos 6 valores de CT calculados para cada uma das 8 diluições 
seriadas foi de 0,48. Não se verifica variabilidade nos valores dos desvios-padrão 
com a concentração, tal como foi bem notório no estudo do kit Quantifiler® Human.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 3.2 – Valores das médias de CT de cada diluição da solução padrão de ADN e as 
respectivas médias dos desvios-padrão. * Reacções em duplicado de cada diluição de 3 
reacções diferentes. 
N.º Cópias  
ADNmt 
Média 
 CT 
Desvio  
Padrão 
N* 
1,6E+06 16,04 0,39 6 
8,2E+05 16,97 0,85 6 
1,6E+05 19,60 0,75 6 
8,2E+04 20,89 0,21 6 
1,6E+04 23,72 0,13 6 
8,2E+03 24,83 0,37 6 
1,6E+03 27,52 0,38 6 
1,6E+02 30,95 0,74 6 
 
1 2 3 
Média 
Dias 
Figura 3.14 – Valores de CT para cada diluição de ADN da solução padrão e a média desses 
valores. 
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Figura 3.15 - Médias dos valores de CT em função do número de cópias de ADNmt das oito 
diluições, correspondentes às três reacções realizadas em três dias diferentes. 
 
A curva padrão obtida pelas médias dos valores de CT possui um coeficiente 
de correlação superior a 0,99 (figura 3.15).  
Resumindo, este estudo demonstrou que, mesmo em dias diferentes, existe 
consistência e estabilidade dos valores de CT, indicando que este método é preciso e 
que apresenta reprodutibilidade nos resultados obtidos. 
 
 
3.4.2 Limiares analíticos 
 
Pretende-se avaliar neste estudo o intervalo de concentrações de ADNmt 
humano dentro do qual se obtém uma detecção positiva e uma quantificação 
precisa. 
A partir de duas amostras de ADN humano de concentração conhecida, 
linha celular 9947A (Applied Biosystems) e Raji (Promega), com concentrações de 
10ng/µl e 200ng/µl de ADN nuclear, respectivamente, foram preparadas duas séries 
de oito diluições, tendo em conta as concentrações dadas pelos fornecedores 
comerciais dessas amostras. As diluições variam desde 1,6x106 a 1,6x102 cópias 
(anexo 6.4b). 
 
Como se observa na figura 3.16, para todas as diluições das amostras de 
cada linha celular, obtém-se uma quantificação positiva, existindo uma relação 
linear entre os valores obtidos de CT e o logaritmo do número de cópias de ADNmt, 
como já era expectável (figura 3.17). Todas as diluições obtiveram resultados 
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positivos. Para cada série de diluições obtém-se uma curva padrão, com o 
coeficiente de correlação maior que 0,95, indicando a validade dos resultados.  
 
Estes resultados demonstram a grande sensibilidade desta metodologia, pois 
permite detectar e quantificar amostras com poucas cópias de genomas de ADNmt. 
As diluições estudadas até 165 cópias por reacção foram quantificadas com 
precisão. Foram omitidas, deste estudo, amostras com um menor número de cópias 
de ADNmt, pois poderia complicar a interpretação dos dados. No entanto, no estudo 
do parâmetro contaminação, será possível a quantificação de poucas dezenas de 
cópias de ADNmt. Alonso e colaboradores (2004) observam, também, que em 
amostras com menos de 60 cópias de ADNmt, os efeitos estocásticos aumentam, 
ocorrendo um dropout na amplificação. Por outro lado, esta elevada sensibilidade, 
pode aumentar o risco de detecção de níveis baixos de contaminação por ADN 
exógeno.  
 
 
 
 
Figura 3.16 - Gráfico de amplificação relativo a uma série de oito diluições da amostra de 
ADN 9947A. As concentrações das amostras variam entre 1,6x106 e 165 cópias.  
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Figura 3.17 - Estudo dos limiares analíticos da metodologia para quantificação de ADNmt. 
Duas séries de oito diluições foram preparadas a partir de duas amostras padrão de ADN 
com concentrações desde 1,6x106 a 165 cópias. 
 
 
3.4.3 Especificidade  
 
Para o estudo deste parâmetro foram analisadas 24 amostras de ADN 
humano (zaragatoas bucais), pertencentes à casuística do Laboratório, e 27 
amostras de ADN de 7 espécies de vertebrados, não incluindo primatas superiores. 
Para algumas espécies, foram estudados vários indivíduos.  
Em todas as amostras de ADN humano, a quantificação foi positiva, como 
expectável (figura 3.18). Porém, a quantificação de ADNmt das espécies de animais 
estudados foi nula ou praticamente inexistente (figura 3.19). Em alguns animais, 
não foi detectado ADNmt, sendo o valor de CT indeterminado mas, no entanto, na 
maioria das espécies o valor de CT foi determinado. Contudo, os valores obtidos são 
muito baixos, não chegando, na maioria às 10 cópias de ADNmt/µl (anexo 6.4c). 
Estas determinações podem ser devidas a uma contaminação que possa ter ocorrido 
na colheita da amostra. Por outro lado, estes valores já se encontram fora do limite 
de quantificação do método. 
Mais uma vez, infelizmente, não houve a possibilidade de estudar amostras 
pertencentes a espécies de primatas superiores. Contudo, este estudo demonstrou 
que esta metodologia é altamente específica para os humanos. 
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Figura 3.18 - Gráfico de amplificação das amostras de ADNmt humano estudadas. 
 
 
 
Figura 3.19 - Gráfico de amplificação das amostras de ADNmt das espécies vertebradas 
estudadas. 
 
3.4.4 Contaminação 
 
Mais uma vez, o estudo do parâmetro contaminação requer uma 
interpretação própria, já explicada anteriormente. Esta metodologia não permite 
realizar a detecção e quantificação de ADNmt de um único indivíduo, numa 
amostra, onde exista uma mistura de material genético de várias pessoas.  
Para testar este parâmetro, foi utilizada uma amostra de ADN de cão e 8 
amostras de ADN humano, pertencentes à casuística do Serviço. Para cada 
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amostra de ADN humano foram preparadas 3 misturas, nas proporções de 1:9, 1:1 
e 9:1 (cão:humano). 
Os resultados demonstram que a presença e o aumento da quantidade de 
ADN exógeno não tiveram nenhum efeito no desempenho do método, havendo 
sempre uma detecção e quantificação do ADNmt humano (figura 3.20; anexo 6.4d) 
Como era expectável, à medida que a quantidade de ADN exógeno aumenta na 
mistura, nota-se uma diminuição na concentração de ADNmt humano, o que é 
consistente com a quantidade adicionada nas misturas.  
 
 
 
Figura 3.20 - Quantificação de 8 amostras de ADNmt humano a partir de misturas em 
proporções diferentes, 9:1, 1:1 e 1:9 de ADNmt humano e ADNmt estranho (cão).  
 
 
3.5 Aplicações da Quantificação de ADN Mitocondrial 
 
Para avaliar a aplicação desta nova metodologia na rotina do Laboratório e 
conhecer o impacto e importância que poderá vir a ter, foi realizada a quantificação 
de ADN mitocondrial de algumas amostras de rotina, pertencentes à casuística do 
Serviço. 
Tal como foi decidido anteriormente, optou-se por estudar amostras de 
referência, manchas de sangue e zaragatoas bucais. Antes do estudo, já era 
expectável a existência de um grande número de cópias de ADN mitocondrial 
nestas amostras, devido ao elevado número de cópias de ADNmt por célula. Este 
número será comparado com amostras problema, extracções de ADN realizadas a 
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partir de cabelos sem raízes. Uma vez que a análise de ADN nuclear neste tipo de 
amostras tem uma taxa de insucesso muito grande, a quantificação de ADN 
mitocondrial é essencial, como já foi explicado no capítulo da introdução.  
Foram quantificadas 60 amostras (30 manchas de sangue e 30 zaragatoas) 
(figura 3.21A) e 14 amostras de cabelo (figura 3.21B), pertencentes à casuística do 
Laboratório do SGBF. As curvas padrão foram obtidas através de diluições seriadas 
a partir de uma amostra stock padrão, de 1,6x106 a 1,6x102 cópias (anexo 6.5). 
A quantificação das amostras de referência foi realizada em quatro 
experiências independentes, pelo que a curva padrão, apresentada na figura 3.22, 
foi obtida através dos valores médios de CT dessas quatro experiências. A 
quantificação das amostras problema foi realizada numa única experiencia (figura 
3.23). As curvas padrão obtidas apresentavam um coeficiente de correlação 
superior a 0,98. 
 
 
 
Figura 3.21 – A) Gráfico de amplificação de algumas amostras de referência estudadas; B) 
Gráfico de amplificação das amostras-problema estudadas. 
 
Em média, nas extracções de manchas de sangue, o número de cópias de 
ADNmt é de 50 000 cópias, metade do valor obtido nas extracções de zaragatoas 
bucais, cujo valor médio se situa na ordem das 100 000 cópias (figura 3.24). No 
entanto, é também visível, nesta figura, que cerca de metade das extracções de 
manchas de sangue apresentam um valor muito baixo (cerca de 20 000 cópias), 
relativamente às restantes amostras.  
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Figura 3.22 – Curva padrão obtida através de valores de CT médios de quatro experiências 
independentes, para a quantificação das amostras de referência. 
 
 
Figura3.23 – Curva padrão obtida para a quantificação das amostras problema. 
 
 
Figura 3.24 – Número de cópias de ADN mitocondrial por microlitro das soluções de 
extracção de 30 amostras de manchas de sangue e correspondentes zaragatoas bucais. 
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Estes dados corroboram o estudo anterior, em que foi realizada a 
quantificação de ADN nuclear, recorrendo-se ao kit Quantifiler® Human, nestas 
amostras. Existe sempre uma maior quantidade de ADN genómico nas extracções 
de zaragatoas bucais, relativamente às de mancha de sangue (figura 3.24).  
Existem alguns factores que podem provocar a diferença nas quantidades de 
ADNmt, entre as várias amostras de zaragatoas bucais. O primeiro factor que pode 
ser determinante surge na colheita da amostra, pois a fricção com a zaragatoa na 
cavidade bucal pode ser maior ou menor, dependendo do técnico que a realiza, 
alterando à partida o número de células colhidas. Outro factor que pode alterar a 
quantidade de ADNmt tem a ver exactamente com o processo de extracção, onde é 
possível concentrar mais ou menos o ADNmt na solução, o que irá fazer variar a 
concentração final por µl. 
 
O estudo das amostras-problema, da casuística do Laboratório, relevou que o 
número de cópias de ADNmt é muito baixo (figura 3.25), sendo a média das 14 
amostras de 119 cópias de ADNmt por µl da solução de extracção. Estes valores são 
muito baixos, porém, alguns autores demonstraram (Allen et al., 1998) que apenas 
10 cópias de ADNmt, podem ser suficientes para uma análise bem sucedida.  
 
 
 
Figura 3.25 - Número de cópias de ADN mitocondrial por microlitro das soluções de 
extracção das amostras-problema. 
 
Relativamente, a estas amostras-problema foi realizada, no serviço SGBF, o 
estudo de ADNmt através da sequenciação das regiões HV1 e HV2, podendo-se 
estabelecer como limite mínimo o número de 35 cópias de ADNmt/µl, para 
realização de estudo de sequenciação mitocondrial. Amostras com menor número de 
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cópias devem ser posteriormente analisadas através da metodologia de SNPs 
mitocondriais.  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSÕES 
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IV. CONCLUSÕES  
 
No Serviço de Genética e Biologia Forense, da Delegação do Sul do Instituto 
Nacional de Medicina Legal, I.P., realizaram-se os estudos para permitir a 
validação interna de dois procedimentos de ensaio - o procedimento de ensaio para 
quantificação de ADN nuclear pelo kit Quantifiler™ Human DNA Quantification e 
o procedimento de ensaio para quantificação de ADN mitocondrial.  
 
Foi, também, avaliada a aplicação do kit Quantifiler™ Human na rotina do 
Laboratório e o impacto da metodologia no procedimento laboratorial para os 
subsequentes estudos de ADN.  
 
Foi elaborado um protocolo de trabalho do método de quantificação de 
ADNmt humano por PCR em tempo real, e avaliado o potencial da metodologia 
estabelecida em casos forenses, para além da realização dos estudos conducentes à 
validação interna deste procedimento de ensaio.   
 
Os estudos conducentes à validação interna dos dois os procedimentos de 
ensaio foram realizados de acordo com as orientações designadas no Procedimento 
Geral de Validação de Procedimentos de Ensaios, estabelecido pelo SGBF. Os 
parâmetros estudados para a validação desta metodologia foram os seguintes: 
precisão, limiares analíticos, especificidade e contaminação. 
 
 
4.1 Validação da Quantificação de ADN Nuclear 
 
Este estudo indicou que, mesmo em diferentes dias, existe uma consistência 
e estabilidade dos valores do parâmetro crítico CT, variando as concentrações de 
ADN nuclear entre 50 e 0,023 ng/µl, o que demonstra a grande precisão e 
reprodutibilidade dos resultados deste método. 
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Os resultados indiciam, também, uma perspectiva útil para a sensibilidade 
de detecção deste método, uma vez que detecta e quantifica amostras de ADN 
humano com concentrações até 16pg/µl. 
 
Foram analisadas 24 amostras de ADN humano (pertencentes à casuística 
do Laboratório) e 27 amostras de ADN de 7 espécies de vertebrados diferentes 
(cavalo, burro, vaca, cão, gato, ovelha, porco), sendo que, para algumas espécies 
foram estudados vários indivíduos, tendo como controlos positivos 24 amostras de 
ADN humano, pertencentes à casuística do Laboratório. Não foi detectado ADN nas 
várias amostras de espécies testadas, podendo-se considerar o teste específico para 
ADN humano. 
 
Os resultados demonstram que a presença e o aumento da quantidade de 
ADN estranho não tiveram qualquer efeito no desempenho do kit, havendo sempre 
detecção e quantificação do ADN humano, nas três misturas estudadas nas 
proporções 1:9, 1:1 e 9:1 (cão:humano).   
  
 
4.2 Aplicações da Quantificação de ADN Nuclear 
 
Para avaliar a aplicação deste kit na rotina do Laboratório e o impacto que 
poderá provocar na continuação do estudo das amostras, foi feita a quantificação de 
ADN nuclear de 60 amostras de rotina - 30 manchas de sangue e as 
correspondentes zaragatoas bucais. 
 
Em média, as extracções de manchas de sangue apresentaram uma 
concentração de ADN nuclear de 0,26ng/µl, valor inferior ao obtido nas 
concentrações das extracções feitas a partir de zaragatoas bucais, cujo valor médio 
é de 0,43 ng/µl. A quantidade de ADN nuclear nas zaragatoas bucais é superior à 
quantidade obtida nas correspondentes manchas de sangue.  
 
A quantificação de ADN nuclear é sempre um procedimento recomendado e 
deve ser efectuado, previamente, a qualquer análise de ADN. 
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4.3 Implementação da Metodologia de Quantificação de ADN 
Mitocondrial 
 
Foi desenvolvido um método de quantificação de ADNmt humano por PCR 
em tempo real, para implementação desta metodologia no Laboratório do SGBF. 
 
A quantificação do genoma mitocondrial foi realizada utilizando a tecnologia 
Taqman®, e tendo como ADN alvo uma sequência da região HV1 com 113pb 
(Alonso et al., 2004). 
 
O primeiro objectivo, relativamente à implementação da metodologia, foi a 
redução do volume final da reacção de PCR para 12,5µl. O uso de um volume final 
menor tem algumas utilidades práticas, como aumentar o número efectivo de 
reacções por kit, reduzindo, assim, o custo por teste e o consumo da amostra.  
 
Na metodologia desenvolvida, verificou-se que, a curva padrão obtida com 
um volume final de 12,5µl, apresentou um coeficiente de correlação superior aos 
dados obtidos com volume final de 25µl, e indica, também, uma PCR com uma 
maior eficiência de amplificação.  
 
A grande limitação neste estudo foi a ausência de uma amostra padrão, 
quantificada para o número de cópias de ADNmt, impossibilitando uma 
quantificação mais exacta. 
 
No futuro, pretende-se que a metodologia de quantificação ADNmt por PCR 
em tempo real, utilizando a tecnologia Taqman®, seja implementada no SGBF-Sul, 
para a sua aplicação em estudos de casos forenses. 
 
4.4 Validação da Quantificação de ADN Mitocondrial 
 
Este estudo demonstrou que existe consistência e estabilidade dos valores de 
CT, variando o número de cópias entre 1,6x106 a 165 cópias, indicando que este 
método é preciso e que apresenta reprodutibilidade nos resultados obtidos. 
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A partir de duas amostras de ADN humano de concentração conhecida, 
linha celular 9947A (Applied Biosystems) e Raji (Promega) foram estudados os 
limiares analíticos desta metodologia. Estes resultados demonstram a grande 
sensibilidade desta metodologia, pois permite detectar e quantificar amostras com 
poucas cópias de genomas de ADNmt, uma vez que diluições até 165 cópias por 
reacção foram quantificadas com precisão. 
 
Do mesmo modo, que para o ADN nuclear, foram analisadas 24 amostras de 
ADN humano, pertencentes à casuística do Laboratório, e 27 amostras de ADN de 
7 espécies de vertebrados diferentes (cavalo, burro, vaca, cão, gato, ovelha, porco), 
sendo que, para algumas espécies foram estudados vários indivíduos. Não foi 
detectado ADNmt nas várias amostras de espécies testadas, podendo-se considerar 
o teste específico para ADNmt humano. 
 
Os resultados demonstram que a presença e o aumento da quantidade de 
ADN exógeno não tiveram nenhum efeito no desempenho do método, havendo 
sempre uma detecção e quantificação do ADNmt humano, nas três misturas, nas 
proporções de 1:9, 1:1 e 9:1 (cão:humano). 
 
 
4.5 Aplicações da Quantificação de ADN Mitocondrial 
 
Para avaliar a aplicação deste kit na rotina do Laboratório e o impacto que 
poderá provocar na continuação do estudo das amostras, foi feita, igualmente, a 
quantificação de ADNmt de 60 amostras de rotina - 30 manchas de sangue e as 
correspondentes zaragatoas bucais. 
 
Em média, nas extracções de manchas de sangue, o número de cópias de 
ADNmt é de 50 000 cópias, metade do valor obtido nas extracções de zaragatoas 
bucais, cujo valor médio se situa na ordem das 100 000 cópias. 
 
O estudo das amostras-problema (cabelos) relevou que o número de cópias 
de ADNmt é muito baixo, sendo a média das 14 amostras de 119 cópias de 
ADNmt/µl da solução de extracção. 
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A quantificação de ADNmt de amostras-problema pode dar indicação do tipo 
de análise posterior a ser realizada, podendo-se estabelecer, numa primeira 
análise, como limite mínimo o número de 35 cópias de ADNmt/µl, para realização 
de estudo de sequenciação mitocondrial.  
 
Para valores inferiores de número de cópias deverá ser utilizada a 
metodologia de SNPs mitocondriais da região codificante da molécula. 
 
 
     
 
 
 
  
Numa perspectiva futura, o projecto de procedimento de ensaio desenvolvido 
neste trabalho para quantificação de ADNmt por PCR em tempo real, baseado na 
tecnologia Taqman®, poderá ser implementado no Laboratório do SGBF-Sul, e 
aplicado a estudos de casos forenses.   
 
Um aspecto importante, em Genética Forense, é o estado de degradação da 
amostra. Por isso, no futuro, para a análise desta condição seria importante o 
estudo do ADNmt pela amplificação dos dois fragmentos de diferentes tamanhos 
(113 e 287pb), tal como descrito por Alonso e colaboradores (2004).  
 
Numa Sociedade em constante transformação, em que a eficiência do 
Laboratório é um objectivo a atingir, uma metodologia que permita a quantificação 
simultânea de ADN nuclear e ADNmt por PCR monoplex em tempo real, pode ser 
muito útil para a optimização do fluxo de trabalho e redução dos custos de 
processamento. 
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VI. ANEXOS 
 
6.1 Validação da Quantificação de ADN Nuclear 
 
a) Precisão 
 
Valores de CT e desvios-padrão obtidos em três dias diferentes e respectivas médias. 
 
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Médias 
Diluição do  
Standard 
(ng/µl) 
CT1 SD1 CT2 SD2 CT3 SD3 CT4 SD4 CT5 SD5 CT6 SD6 CT SD 
50 22,33 0,151 22,55 0.151 23,07 0,038 23,08 0,038 23,32 0,046 23,26 0,046 22,94 0,40 
16,7 24,13 0,037 24,19 0,037 24,52 0,095 24,63 0,095 24,82 0,023 24,79 0,023 24,51 0,30 
5,56 25,47 0,052 25,53 0,052 25,87 0,126 25,88 0,126 26,26 0,033 26,31 0,033 25,89 0,35 
1,85 27,02 0,09 27,13 0,09 27,28 0,061 27,27 0,061 27,71 0,013 27,73 0,013 27,36 0,30 
0,62 28,32 0,023 28,36 0,023 28,78 0,18 29,03 0,18 29,13 0,125 29,3 0,125 28,82 0,41 
0,21 29,42 0,114 29,39 0,114 29,86 0,083 29,96 0,083 30,41 0,204 30,7 0,204 29,96 0,52 
0,068 30,78 0,192 30,86 0,192 30,97 0,247 30,81 0,247 31,91 0,04 31,97 0,04 31,22 0,56 
0,023 31,51 0,267 31,67 0,267 32,04 0,47 32,21 0,47 33,08 0,223 33,4 0,223 32,32 0,76 
 
 
Curvas padrão de cada experiência. 
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b) Limites analíticos 
 
 
Valores de CT obtidos no estudo das linhas celulares Raji e 9947A. 
 
Concentração ADN 
(ng/µl) 
CT 1 CT 2 CT3 
  
Concentração ADN 
(ng/µl) 
CT 1 CT 2 CT3 
 
A
D
N
 R
a
ji
 
20 24,85 24,95 24,92 
 
A
D
N
 9
9
4
7
A
 
10 26 25,94 25,87  
16,7 25,22 25,25 25,3 
 
5 26,95 26,91 26,84  
5,56 26,71 26,87 26,79 
 
2,5 27,85 27,8 27,73  
1,85 28,09 28,3 28,16 
 
1,25 28,7 28,79 28,65  
0,62 29,65 29,78 29,79 
 
0,63 29,74 29,69 29,8  
0,21 31,21 31,1 31,29 
 
0,32 30,71 30,65 30,75  
0,068 32,84 33,02 32,98 
 
0,032 33,82 33,79 33,9  
0,023 34,12 33,93 34,15 
 
0,016 34,73 34,68 34,83  
 
 
 
 
Curvas padrão para cada amostra de ADN (Raji e 9947A). 
 
 
 
 
 
y = -1,366ln(x) + 29,075
R² = 0,9986
y = -1,375ln(x) + 29,088
R² = 0,9996
22
24
26
28
30
32
34
36
0,01 0,1 1 10
C
T
Concentração de ADN (ng/µl)
ADN Raji
ADN 9947A
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c) Especificidade 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
ng/ul Log Conc. CT1 CT2 CT3 
 STD1 50 1,69897 22,84 23,14 23,12 
STD2 16,7 1,222716 24,07 24,22 24,24 
STD3 5,56 0,745075 25,06 25,18 25,27 
STD4 1,85 0,267172 26,05 26,24 26,33 
STD5 0,62 -0,20761 27,23 27,08 27,31 
STD6 0,21 -0,67778 27,89 28,1 28,24 
STD7 0,068 -1,16749 28,76 29,44 29,39 
STD8 0,023 -1,63827 30,2 30,58 30,62 
 
 
 
Curva padrão obtida no estudo da especificidade. 
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d) Contaminação 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ng/ul Log Conc. CT1 CT2 CT3 
 STD1 50 1,69897 24,31 24,33 24,47 
STD2 16,7 1,222716 25,73 25,78 26,03 
STD3 5,56 0,745075 27,24 27,37 27,55 
STD4 1,85 0,267172 28,74 28,75 28,76 
STD5 0,62 -0,20761 30,02 30,21 30,32 
STD6 0,21 -0,67778 31,46 31,53 31,9 
STD7 0,068 -1,16749 32,6 32,72 33,23 
STD8 0,023 -1,63827 34,17 34,35 35 
Curva padrão obtida no estudo da contaminação. 
QUANTIFICAÇÃO DE ADN NUCLEAR E ADN MITOCONDRIAL POR PCR EM TEMPO REAL  
Anexos 
 
 
94 
Valores de CT obtidos e cálculo da quantidade de ADN presente em cada mistura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Concentração de ADN (ng/ul) das 8 amostras diferentes (misturas de ADN humano e ADN 
estranho (cão).  
0
0,5
1
1,5
2
9:1 1:1 1:9
Contaminação
Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6
Amostra 7
 
 
Amostra CT Log Concentração ADN Quant (ng/µl) 
9:1 
1 31,08 -0,51649 0,304447 
2 31,06 -0,50982 0,309158 
3 30,84 -0,43646 0,366046 
4 31,59 -0,68654 0,205807 
5 31,61 -0,69321 0,202671 
6 31,49 -0,6532 0,222231 
7 29,62 -0,02968 0,933952 
8 28,68 0,283752 1,921993 
1:1 
1 31,95 -0,80658 0,156108 
2 31,49 -0,6532 0,222231 
3 31,74 -0,73655 0,18342 
4 32,84 -1,10333 0,078826 
5 32,47 -0,97996 0,104722 
6 32,48 -0,98329 0,103921 
7 30,58 -0,34977 0,446919 
8 29,8 -0,08969 0,813404 
1:9 
1 33,29 -1,25338 0,055799 
2 33,78 -1,41676 0,038304 
3 34 -1,49011 0,032351 
4 35,46 -1,97693 0,010546 
5 33,91 -1,4601 0,034665 
6 33,72 -1,39675 0,04011 
7 31,91 -0,79324 0,160976 
8 31,38 -0,61652 0,241814 
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 6.2 Aplicações da Quantificação de ADN Nuclear 
 
a) Estudo em manchas de sangue 
 
Valores de CT obtidos e cálculo da quantidade de ADN presente de 30 amostras de manchas 
de sangue. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostras 
Manchas de Sangue 
CT 
Log Quantidade  
ADN 
Quantidade  
ADN (ng) 
MS-1 29,73 -0,7835 0,165 
MS-2 29,14 -0,5718 0,268 
MS-3 29,05 -0,5395 0,289 
MS-4 29,63 -0,7476 0,179 
MS-5 29,24 -0,6077 0,247 
MS-6 29,45 -0,6830 0,207 
MS-7 28,52 -0,3492 0,447 
MS-8 29,28 -0,6220 0,239 
MS-9 29,05 -0,5395 0,289 
MS-10 29,29 -0,6256 0,237 
MS-11 29,53 -0,7117 0,194 
MS-12 29,79 -0,8051 0,157 
MS-13 29,96 -0,8661 0,136 
MS-14 29,52 -0,7082 0,196 
MS-15 29,16 -0,5789 0,264 
MS-16 29,08 -0,5502 0,282 
MS-17 29,46 -0,6866 0,206 
MS-18 28,74 -0,4282 0,373 
MS-19 29,56 -0,7225 0,189 
MS-20 29,46 -0,6866 0,206 
MS-21 30,15 -0,9343 0,116 
MS-22 28,86 -0,4713 0,338 
MS-23 29,04 -0,5359 0,291 
MS-24 29,42 -0,6723 0,213 
MS-25 28,83 -0,4605 0,346 
MS-26 30,77 -1,1568 0,070 
MS-27 29,19 -0,5897 0,257 
MS-28 28,64 -0,3923 0,405 
MS-29 28,6 -0,3779 0,419 
MS-30 28,18 -0,2272 0,593 
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Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ng/ul Log Conc. CT1 CT2 CT3 
STD1 50 1,69897 22,33 22,55 22,62 
STD2 16,7 1,222716 24,13 24,19 24,19 
STD3 5,56 0,745075 25,47 25,53 25,58 
STD4 1,85 0,267172 27,02 27,13 26,95 
STD5 0,62 -0,20761 28,32 28,36 28,32 
STD6 0,21 -0,67778 29,42 29,39 29,6 
STD7 0,068 -1,16749 30,78 30,86 31,15 
STD8 0,023 -1,63827 31,51 31,67 32,03 
Curva padrão obtida no estudo em manchas de 
sangue. 
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b) Estudo em zaragatoas bucais 
 
Valores de CT obtidos e cálculo da quantidade de ADN presente de 30 amostras zaragatoas 
bucais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostras 
Zaragatoas Bucais 
CT 
Log Quantidade 
ADN 
Quantidade  
ADN (ng) 
ZB-1 29,09 -0,4277 0,373 
ZB-2 28,55 -0,2293 0,590 
ZB-3 29,17 -0,4571 0,349 
ZB-4 28,92 -0,3653 0,431 
ZB-5 30,02 -0,7695 0,170 
ZB-6 29,05 -0,4130 0,386 
ZB-7 28,78 -0,3138 0,485 
ZB-8 28,72 -0,2918 0,511 
ZB-9 28,68 -0,2771 0,528 
ZB-10 29,35 -0,5233 0,300 
ZB-11 29,05 -0,4130 0,386 
ZB-12 29,51 -0,5821 0,262 
ZB-13 28,38 -0,1668 0,681 
ZB-14 30,24 -0,8504 0,141 
ZB-15 29,44 -0,5564 0,278 
ZB-16 30,08 -0,7916 0,162 
ZB-17 28,35 -0,1558 0,699 
ZB-18 29,04 -0,4094 0,390 
ZB-19 30,04 -0,7769 0,167 
ZB-20 29,57 -0,6042 0,249 
ZB-21 28,75 -0,3028 0,498 
ZB-22 28,61 -0,2514 0,561 
ZB-23 28,02 -0,0346 0,924 
ZB-24 28,14 -0,0787 0,834 
ZB-25 28,37 -0,1632 0,687 
ZB-26 30,75 -1,0379 0,092 
ZB-27 30,52 -0,9533 0,111 
ZB-28 29,38 -0,5344 0,292 
ZB-29 28,36 -0,1595 0,693 
ZB-30 28,56 -0,233 0,585 
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Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ng/ul Log Conc. CT1 CT2 CT3 
STD1 50 1,69897 23,08 23,07 23,14 
STD2 16,7 1,222716 24,63 24,52 24,7 
STD3 5,56 0,745075 25,88 25,87 26,09 
STD4 1,85 0,267172 27,27 27,28 27,38 
STD5 0,62 -0,20761 29,03 28,78 28,91 
STD6 0,21 -0,67778 29,96 29,86 29,79 
STD7 0,068 -1,16749 30,81 30,97 30,48 
STD8 0,023 -1,63827 32,21 32,04 32,93 
Curva padrão obtida no estudo em zaragatoas bucais. 
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6.3 Implementação da Metodologia de Quantificação de ADN 
Mitocondrial 
 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão (volume final 25µl). 
Volume final 25µl 
Conc. ADN nuclear (ng/ul) N.º Cópias Log N.º Cópias CT 1  CT 2 
1 164706 5,2167091 24,62 24,23 
0,1 16471 4,2167091 26,62 25,95 
0,01 1647 3,2167091 29,06 28,75 
0,001 165 2,2167091 32,72 32,01 
0,0001 16 1,20412 35,59 35,78 
 
 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão (volume final 12,5µl). 
Volume final 12,5µl  
Conc. ADN nuclear (ng/ul) N.º Cópias Log N.º Cópias CT 1 CT 2 
1 164706 5,2167091 25 24,6 
0,1 16471 4,2167091 27,24 26,9 
0,01 1647 3,2167091 30,39 30,01 
0,001 165 2,2167091 33,77 33,28 
0,0001 16 1,20412 37,1 - 
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6.4 Validação da quantificação de ADN mitocondrial 
 
a) Precisão 
 
 
Valores de CT e desvios-padrão obtidos em três dias diferentes e respectivas médias. 
N.º Cópias 
ADNmt 
Dia 1 Dia 2 Dia 4 Médias 
CT1 SD1 CT2 SD2 CT3 SD3 CT4 SD4 CT5 SD5 CT6 SD6 CT SD 
1647059 16,77 0,314 16,32 0,314 16,09 0,221 15,78 0,221 16,09 0,633 15,19 0,633 16,04 0,39 
823529 17,9 0,998 16,49 0,998 17,58 0,873 16,34 0,873 17,23 0,689 16,25 0,689 16,97 0,85 
164706 20,77 1,202 19,07 1,202 20,28 0,325 19,82 0,325 19,32 0,717 18,31 0,717 19,60 0,75 
82353 21,53 0,118 21,36 0,118 20,81 0,189 21,08 0,189 20,05 0,334 20,52 0,334 20,89 0,21 
16471 24 0,116 23,84 0,116 24 0,195 23,72 0,195 23,41 0,064 23,32 0,064 23,72 0,13 
8235 24,91 0,15 24,69 0,15 25,48 0,618 24,61 0,618 24,89 0,327 24,42 0,33 24,83 0,37 
1647 28,09 0,455 27,45 0,455 28,06 0,478 27,38 0,478 27,21 0,203 26,92 0,20 27,52 0,38 
165 31,74 0,299 31,32 0,299 31,68 1,244 29,93 1,244 31 0,685 30,03 0,685 30,95 0,74 
 
 
 
 
Curvas padrão de cada experiência. 
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b) Limiares analíticos 
 
Valores de CT obtidos no estudo das linhas celulares Raji e 9947A. 
A
D
N
 R
a
ji
 
N.º Cópias ADNmt Log Nº Cópias de ADNmt CT1 CT2 
1647059 6,21670911 18,83 16,86 
823529 5,915679114 18,66 17,33 
164706 5,21670911 23,23 20,45 
82353 4,915679114 23,01 22,02 
16471 4,21670911 25,06 24,61 
8235 3,915679114 25,15 25,84 
1647 3,21670911 27,8 29,83 
165 2,21670911 34,21 32,33 
 
A
D
N
 9
9
4
7
A
 
N.º Cópias ADNmt Log Nº Cópias de ADNmt CT1 CT2 
1647059 6,21670911 18,83 19,19 
823529 5,915679114 18,66 20,24 
164706 5,21670911 23,23 23,25 
82353 4,915679114 23,01 23,35 
16471 4,21670911 25,06 27 
8235 3,915679114 25,15 26,25 
1647 3,21670911 27,8 27,79 
165 2,21670911 34,21 34,76 
 
 
Curvas padrão para cada amostra de ADN (Raji e 9947A). 
 
 
y = -4,0241x + 41,344
R² = 0,9842
y = -3,6984x + 41,516
R² = 0,9507
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c) Especificidade 
 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
N.º Cópias ADNmt Log N.º Cópias ADNmt CT1 CT2 
STD1 1647059 6,216709 15,84 15,44 
STD2 823529 5,915679 16,74 15 
STD3 164706 5,216709 18,49 18,24 
STD4 82353 4,915679 19,61 19 
STD5 16471 4,216709 22,01 22,75 
STD6 8235 3,915679 24,72 - 
STD7 1647 3,216709 27,61 - 
STD8 165 2,216709 31,84 30,39 
 
 
 
 
 
 
Curva padrão obtida no estudo da especificidade. 
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Valores de CT obtidos e cálculo do número de cópias de ADNmt nas amostras de animais 
vertebrados. 
Amostras CT Log N.º copia ADNmt N. Copias ADNmt 
Cavalo 1 38,32 0,40743934 3 
Cavalo 2 38,23 0,429609558 3 
Cavalo 3 38,52 0,358172189 2 
Cavalo 4 Indet #VALOR! #VALOR! 
Cavalo 5 38 0,486266782 3 
Cavalo 6 38,58 0,343392043 2 
Cavalo 7 37,62 0,579874369 4 
Cavalo 8 36,67 0,813893337 7 
Suino 1 37,97 0,493656854 3 
Suino 2 38,03 0,478876709 3 
Suino 3 Indet #VALOR! #VALOR! 
Suino 4 38,64 0,328611898 2 
Suino 5 Indet #VALOR! #VALOR! 
Suino 6 Indet #VALOR! #VALOR! 
Suino 7 36,22 0,924744427 8 
Suino 8 36,09 0,956768075 9 
Cão 1 37,52 0,604507944 4 
Cão 2 41,49 -0,373445006 0 
Cavalo 9 36,29 0,907500924 8 
Burro 1 32,37 1,873137086 75 
Burro 2 36,98 0,737529252 5 
Ovelha 35,78 1,033132159 11 
Gato 37,17 0,690725459 5 
Cão 3 36,41 0,877940633 8 
Cão 4 37,75 0,547850721 4 
Vaca 1 Indet #VALOR! #VALOR! 
Vaca 2 Indet #VALOR! #VALOR! 
C. Neg.1 37,62 0,579874369 4 
C. Neg. 2 36,44 0,87055056 7 
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d) Contaminação 
 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
 
N.º Cópias ADNmt Log N.º Cópias ADNmt CT 
STD1 164705,9 5,216709 20,33 
STD2 82352,94 4,915679 21,63 
STD3 16470,59 4,216709 23,62 
STD4 8235,294 3,915679 24,39 
STD5 1647,059 3,216709 27,9 
STD1 164705,9 5,216709 20,82 
STD2 82352,94 4,915679 - 
STD3 16470,59 4,216709 23,69 
STD4 8235,294 3,915679 25,67 
STD5 1647,059 3,216709 27,31 
 
 
Curva padrão obtida no estudo da contaminação. 
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Valores de CT obtidos e cálculo do número de cópias de ADNmt em cada mistura. 
 
Amostra CT Log N. Cópias ADNmt N. Cópias ADNmt 
9:1 
1 26,32 3,543757 3497 
2 26,38 3,526603 3362 
3 24,41 4,08983 12298 
4 25,34 3,823941 6667 
5 24,57 4,044086 11068 
6 26,97 3,357921 2280 
7 23,42 4,372874 23598 
8 21,96 4,790291 61701 
1:1 
1 26,94 3,366498 2325 
2 27,32 3,257855 1811 
3 26 3,635246 4318 
4 26,85 3,392229 2467 
5 25,12 3,88684 7706 
6 27,46 3,217829 1651 
7 24,3 4,12128 13221 
8 23,67 4,301398 20017 
1:9 
1 28,86 2,817566 657 
2 28,59 2,894759 785 
3 28,31 2,974812 944 
4 27,67 3,157789 1438 
5 25,72 3,715299 5192 
6 29,44 2,651743 448 
7 26,98 3,355062 2265 
8 25,54 3,766761 5845 
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6.5 Aplicações da Quantificação de ADN Mitocondrial 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
Conc. ADN nuclear 
(ng/µL) 
N.º Cópias 
ADNmt 
Log N. Cópias 
ADNmt 
CT1 CT2 CT3 CT4 CT5 CT6 CT7 
10 1647059 6,21670911 19,37 18,42 18,19 17,97 17,77 19,61 18,43 
1 164706 5,21670911 23,59 21,79 21,04 - - - - 
0,1 16471 4,21670911 25,94 26,32 24,95 26,2 25,44 25,99 25,27 
0,01 1647 3,21670911 30,68 29,83 29,32 - - - - 
0,001 165 2,21670911 34,6 33,44 31,68 32,93 33,12 33,26 33,05 
 
a) Estudo em manchas de sangue 
Valores de CT obtidos e cálculo do número de cópias de ADNmt presente em 30 manchas de 
sangue. 
Amostras Manchas 
de Sangue 
CT N.º Cópias ADNmt 
1 25,13 27344 
2 25,56 20919 
3 24,07 52923 
4 24,38 43629 
5 22,74 121189 
6 22,94 106993 
7 22,92 108334 
8 24,38 43629 
9 23,92 58106 
10 23,31 84968 
11 22,14 176111 
12 24,63 37337 
13 24,26 47015 
14 22,11 179433 
15 24,38 43629 
16 25,05 28742 
17 25,21 26015 
18 26,88 8900 
19 25,75 18586 
20 26,14 14415 
21 26,13 14509 
22 25,3 24919 
23 26,02 15587 
24 25,28 25246 
25 24,77 35197 
26 26,36 12490 
27 25,43 22895 
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28 25,09 28573 
29 25,12 28020 
30 23,37 87638 
C. Neg. 38,83 4 
 
b) Estudo em zaragatoas bucais 
 
Valores de CT obtidos e cálculo do número de cópias de ADNmt presente em 30 manchas de 
sangue. 
Amostras Zaragatoas 
Bucais 
CT N.º Cópias ADNmt 
1 25 23314 
2 22,62 99032 
3 23,02 77661 
4 21,72 171127 
5 21,65 178564 
6 25,2 20645 
7 21,97 147006 
8 22,13 133385 
9 23,17 70894 
10 23,09 74426 
11 21,08 252487 
12 23,25 67530 
13 21,41 206604 
14 22,37 115282 
15 21,88 155271 
16 23,67 52317 
17 26,34 10326 
18 22,79 127845 
19 21,9 228317 
20 29,29 1851 
21 23,46 82620 
22 22,37 168088 
23 25,78 18221 
24 24,5 41955 
25 24,53 41143 
26 22,11 199118 
27 23,8 66202 
28 24,11 54094 
29 21,82 240534 
30 21,53 290563 
C. Neg. 37,21 11 
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c) Estudo de amostras-problema 
 
Valores de CT para obtenção da curva padrão. 
Conc. ADN nuclear (ng/µL) N.º Cópias ADNmt Log N. Cópias ADNmt CT1 CT2 
1 164706 5,216709 20,46 18,96 
0,5 82353 4,915679 21 19,04 
0,1 16471 4,216709 23,8 22,75 
0,05 8235 3,915679 25,05 23,79 
0,01 1647 3,216709 26,6 26,33 
 
 
Valores de CT obtidos e cálculo do número de cópias de ADNmt presente em 30 amostras-
problema. 
Amostras-Problema CT N.º Cópias ADNmt 
1 32,19 39 
2 29,91 197 
3 31,4 69 
4 30,55 125 
5 31,22 78 
6 31,04 89 
7 31,02 90 
8 32,96 23 
9 32,5 32 
10 29,31 301 
11 30,42 137 
12 30,56 124 
13 30,84 102 
14 29,5 263 
C. neg 36,26 2 
Média 
 
119 
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6.6 Projecto de Procedimento de Ensaio - Quantificação de ADN 
Mitocondrial por PCR em Tempo Real 
 
I. Objectivo 
Este método consiste na aplicação da técnica de PCR em tempo real para a 
quantificação de ADN mitocondrial humano presente numa amostra, pela análise 
da variação de fluorescência em cada ciclo.  
 
II. Âmbito 
Este ensaio é usado para a amplificação e detecção de um fragmento de 113 pares 
de bases, da região hipervariável I (HVI) do genoma mitocondrial, usando 
tecnologia Taqman®. 
 
III. Fundamentos teóricos do método 
Este método é baseado na detecção da actividade exonucleotídica 5’-3’ da Taq ADN 
polimerase, tendo como base a tecnologia Taqman®. Esta técnica permite 
monitorizar a quantidade de ADN amplificado em tempo real, à medida que se este 
acumula em cada ciclo de amplificação. Assim, ao longo da reacção a emissão dos 
compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta em proporção directa da 
quantidade de produto amplificado. Deste modo, em cada ciclo, é registado o valor 
da fluorescência que irá ser utilizado para calcular a quantidade de ADN 
amplificado. Na tecnologia TaqMan® são utilizados dois primers e uma sonda que 
detectam uma sequência específica do ADN. Esta sonda apresenta numa 
extremidade um fluorocromo repórter e na extremidade oposta um quencher e liga-
se na região intermédia de ligação dos primers. Quando a sonda está intacta, o 
quencher absorve a fluorescência do repórter, impedindo a detecção da 
fluorescência deste. Após a sonda hibridar com a sua sequência específica, esta é 
hidrolisada pela enzima que, assim, separa o quencher da molécula repórter, 
durante a fase de extensão. Esta separação vai resultar num aumento exponencial 
da fluorescência da molécula repórter, que só ocorre se a sonda hibridar 
correctamente e for feita a amplificação da sequência alvo, neste caso um 
fragmento de 113 pares de bases, da região hipervariável I (HVI) do genoma 
mitocondrial. 
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IV. Equipamento 
As amostras são amplificadas, quantificadas e analisadas num equipamento de 
PCR em tempo real - ABI Prism® 7000 Sequence Detection System, que inclui um 
software específico ABI Prism® 7000 SDS (Applied Biosystems).  
 
V. Componentes e condições de armazenamento 
Para a realização deste ensaio é necessário:  
- Taqman Universal PCR Master Mix (armazenado de 2 a 8 °C). 
  - Dois primers (armazenados de −15 a −25 °C): 
 L15997/A1F:  CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 
 H16071/A1R: ACA TAG CGG TTG TTG ATG GG 
- Sonda MGB (armazenada de −15 a −25 °C): 
- VIC – GAA GCA GAT TTG GGT AC - MGB 
            - Solução de ADN Padrão (Linha celular Raji- ABI): 200 ng/µl (DNA nuclear)  
     
VI. Procedimento 
a) Preparação das soluções padrão  
1. Seleccionar as amostras a analisar e elaborar uma tabela correspondente à placa 
de 96 poços, onde as amostras vão ser colocadas, elaborando concomitantemente 
um documento no Software SDS (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo 
específico. 
 
2. Preparar uma série de tubos, numerados de STD1 a STD8, que irão servir para a 
preparação das diluições da amostra padrão, necessárias para a obtenção da curva 
padrão.  
Nota: É conveniente preparar, pelo menos, três séries de oito diluições da amostras padrão 
de ADN, para que estas existam sejam realizadas em triplicado, e é aconselhável usar, pelo 
menos, um volume final de 10µl para as diluições, de modo a evitar erros de pipetagem.  
 
3. Nas tabelas seguintes, estão indicadas as concentrações de ADN que devem ser 
utilizadas em cada um dos tubos, valores esses que variam entre 10 e 0,001 ng/µl 
(ADN nuclear), bem como o respectivo volume e de água Milli-Q a adicionar em 
cada um desses tubos, de modo a obter a concentração pretendida.   
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Tabela 1 – Preparação das diluições seriadas para obtenção de soluções padrão. 
* - Solução stock de ADN genómico, com concentração de 200ng/µl. 
 
STD 1 STD 2 STD 3  STD 4  STD 5  STD 6  STD 7  STD 8  
Quantidade ADN 
2µl Sol. stock  
(200ng/µl)* 
20µl 
STD1 
8µl 
STD2 
20µl 
STD3 
8µl 
STD4 
20µl 
STD5 
8µl 
STD6 
4µl 
STD7 
Quantidade 
Água Milli-Q 38µl 20µl 32µl 20µl 32µl 20µl 32µl 36µl 
 
 
Tabela 2 – Cálculo das concentrações e número de cópias do genoma mitocondrial das 
diluições seriadas da solução padrão de ADN. 
 
STD 1 STD 2  STD 3  STD 4  STD 5  STD6  STD 7  STD 8  
Concentração 
ADN genómico 
10 
ng/µl 
5  
ng/µl 
1  
ng/µl 
0,5 
ng/µl 
0,1 
ng/µl 
0,05 
ng/µl 
0,01 
ng/µl 
0,001 
ng/µl 
Concentração 
ADN mitocondrial 
28 
pg/µl 
14 
pg/µl 
2,8 
pg/µl 
1,4 
pg/µl 
0,28 
pg/µl 
0,14 
pg/µl 
0,028 
pg/µl 
0,0028 
pg/µl 
Número de cópias 
de ADN 
mitocondrial 
1647059 823529 164706 82353 16471 8235 1647 165 
 
4. Dispensar, em cada um dos tubos a quantidade de água Milli-Q necessária, de 
acordo com a tabela. Agitar, durante 3-5 segundos, a solução padrão de ADN, no 
vórtex. Adicionar a quantidade de ADN padrão no tubo 1 e agitar novamente no 
vórtex. 
 
5. Adicionar ao tubo com a designação STD2 a quantidade de STD1 preparado, de 
acordo com a tabela. Agitar bem este no vortex e, a partir deste, preparar o STD3 e, 
assim sucessivamente, até ao tubo 8, com o cuidado de agitar sempre no vortex, 
depois de preparar cada tubo de ADN padrão. 
 
b) Preparação das reacções de amplificação 
 
6. Efectuar os cálculos necessários para preparação de uma mistura, tendo em 
conta a tabela 3, e considerando o número de amostras a quantificar (incluindo as 
amostras de ADN padrão, uma amostra em branco, um controlo negativo e um 
controlo positivo). Acrescentar mais uma ou duas amostras para compensar os 
erros de pipetagem. 
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Tabela 3- Preparação das reacções de amplificação. 
Reagentes (concentração) Volume 
Taqman Universal Master Mix (1x) 6,25 µl 
Primer A1F (100nM) 0,625 µl 
Primer A1R (100nM) 0,625 µl 
Sonda MGB (200nM) 1 µl 
BSA (50ng/µl) 0,0625 µl 
Água Milli-Q  2,9375 µl 
Volume final mix 11,5 µl 
ADN 1 µl 
Volume final reacção 12,5 µl 
 
7. Pipetar os volumes requeridos dos componentes para um tubo. Agitar no vortex, 
durante 3 a 5 segundos, e centrifugar brevemente. 
 
8. Dispensar 11,5µl da mistura em cada poço da placa. Adicionar 1µl de ADN 
extraído das amostras-problema, das soluções padrão ou do controlo positivo nos 
poços respectivos. 
 
9. Selar a placa com o plástico transparente Optical Adhesive Cover (Applied 
Biosystems), com a ajuda de um aplicador de plástico, tendo o cuidado para que não 
ocorra contaminação com qualquer tipo de sujidade, nesta película, ou a formação 
de bolhas, que possam interferir com a leitura dos resultados. Colocar a almofada 
de compressão em esponja de modo a que os buracos da almofada assentem directa 
e correctamente nos poços da placa. 
 
10. Introduzir a placa no ABI Prism® 7000 Sequence Detection System no 
compartimento respectivo, introduzindo as seguintes condições para a reacção de 
amplificação: 
50ºC 95ºC 95ºC 60ºC 
2 minutos 10 minutos 15 segundos 1 minuto 
  45 ciclos 
 
QUANTIFICAÇÃO DE ADN NUCLEAR E ADN MITOCONDRIAL POR PCR EM TEMPO REAL  
Anexos 
 
 
113 
 11. Iniciar o procedimento de amplificação na opção Start do software SDS 
(Applied Biosystems), e após o final da amplificação efectuar a análise dos dados, 
de acordo com o protocolo relativo a este software. 
 
